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DESCRIPCIÓN 
 
Parvovirus porcino 5A, métodos de uso y vacuna 
 
Antecedentes de la invención 5 
 
A. Campo de la invención 
 
La presente invención pertenece al campo de salud animal y se refiere a novedosas cepas de parvovirus porcino, 
incluyendo cepas atenuadas para vacunación, métodos de fabricación y métodos de tratamiento usando vacunas 10 
obtenidas de dichas novedosas cepas de parvovirus. 
 
B. Descripción de la técnica relacionada 
 
Los parvovirus infectan una amplia diversidad de especies animales, y algunos de ellos son responsables de varias 15 
enfermedades clínicas, pero la mayoría de estos virus causan únicamente infecciones leves o subclínicas. 
Pertenecen a la familia Parvoviridae y forman dos subfamilias: Densovirinae, cuyos miembros infectan a insectos, y 
Parvovirinae, cuyos miembros infectan vertebrados. La última subfamilia actualmente incluye cinco géneros: 
Dependovirus, Erythrovirus, Amdovirus, Bocavirus y Parvovirus (1). 
 20 
Los viriones de parvovirus no tienen envuelta y contienen genomas de ADN lineal monocatenario de 
aproximadamente 5-6 kilobases (kb). El genoma consiste en dos fases de lectura abierta (ORF) principales que 
codifican proteínas no estructurales y de la cápside. Los bocavirus recién descritos portan una tercera ORF, entre las 
dos ORF principales (1). 
 25 
Las cepas de parvovirus porcino clásico (PPV1) del género Parvovirus están ampliamente distribuidas por todo el 
mundo y son responsables de trastornos reproductores de los cerdos, especialmente en piaras donde no se han 
seguido protocolos de vacunación correctamente o está disminuida la eficacia de la vacuna debido a factores 
inmunosupresores. Durante la última década, se han detectado varios parvovirus nuevos en cerdos. Estos incluyen 
el parvovirus porcino 2 (PPV2) (2) y virus relacionados (3). Un nuevo grupo de parvovirus porcinos y bovinos, 30 
concretamente los hokovirus (PHoV, BHoV), se identificaron en Hong Kong (4), y se encontró que estos virus eran 
genéticamente similares a PARV4 y 5. Aunque se llamaron originalmente hokovirus después de Hong Kong, se 
propuso una nueva clasificación de PHoV como PPV3 (5). PPV4 muestra la máxima similitud con parvovirus bovino 
2, pero la capacidad codificante y la organización del genoma son similares a los bocavirus, ya que PPV4 codifica 
una ORF3 adicional como los bocavirus, ubicada entre ORF1 y ORF2. La proteína ORF3 putativa codificada por 35 
PPV4, sin embargo, es bastante diferente de la de bocavirus (5). 
 
La técnica anterior adicional es la siguiente: 
 

J Gorodkin, secuencia de ARNm, GenBank EV966948 40 
J Gorodkin, secuencia de ARNm, GenBank EV964070.2 
documento WO 02/068698 A2 
A. Jozwik et al., J Gen Virol 2009, 90(10): 2437-2441 
C.-T. Xiao et al., Genome Announcements 2013, 1(11): e00021-12 
C.-T. Xiao et al., PLOS ONE, 2013, 8(6): página e65312 45 
Rui Wu et al., Archives of Virology 2013 

 
Existe una necesidad actual de controlar los cerdos para la aparición de nuevos virus, y de desarrollar vacunas, 
tratamientos y métodos de detección de nuevos virus. 
 50 
Sumario de la invención 
 
En el sentido más amplio, la invención es como se define en las reivindicaciones. 
 
La presente invención proporciona secuencias de nucleótidos novedosas, secuencias de proteínas, composiciones 55 
inmunógenas, vacunas y métodos que se refieren a la generación y el uso de nuevas cepas de parvovirus que 
infectan, entre otros, a cerdos domésticos. Estas cepas se refieren al parvovirus porcino novedoso identificado en 
muestras tisulares de cerdos domésticos con enfermedad clínica; basándose en la homología de secuencia con 
especies y cepas de parvovirus porcino conocidas, el virus novedoso se denominó parvovirus porcino 5A o PPV5A. 
 60 
Las composiciones y métodos de la invención proporcionan la detección de infecciones por dicho nuevo virus, el 
control de cambios genéticos en las secuencias víricas en animales y piaras silvestres y domésticas y la generación 
y uso de vacunas novedosas para proteger a los animales de infección por el virus. 
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Las composiciones inmunógenas y vacunas de la invención comprenden secuencias polipeptídicas codificadas por 
la secuencia de ácido nucleico de la SEQ ID NO:1, incluyendo opcionalmente adyuvantes para inducir una respuesta 
inmunógena más robusta. 
 
Las composiciones ejemplares comprenden una cualquiera de las secuencias polipeptídicas de la SEQ ID NO:2, 5 
SEQ ID NO:3, SEQ NO:4, que son inmunorreactivas para anticuerpos específicos para PPV5A. Los polipéptidos 
preferidos incluyen las secuencias de la SEQ ID NO:2 o SEQ ID NO:4, en particular la SEQ ID NO:4. 
Preferiblemente, esos polipéptidos son inmunorreactivos para anticuerpos específicos para PPV5A. 
 
En otro aspecto, la invención proporciona secuencias de ácido nucleico que codifican uno o más polipéptidos, 10 
construcciones de anticuerpo o conjugados de anticuerpo. Las secuencias génicas que codifican los polipéptidos 
comprenden una secuencia de ácido nucleico que es al menos un 95 %, 90 %, 85 % o incluso un 80 % idéntica a la 
secuencia de la SEQ ID NO:1, en particular, las secuencias de nucleótidos 2845-5547 de la SEQ ID NO:1 (la 
proteína de la cápside), que codifica un polipéptido que es inmunorreactivo con anticuerpos específicos para PPV5A. 
Las secuencias de ácido nucleico ejemplares de la invención incluyen una cualquiera de las secuencias de 15 
nucleótidos 1975-2844 de la SEQ ID NO:1, y los nucleótidos 2845-5547 de la SEQ ID NO:1 que codifican un 
polipéptido que es inmunorreactivo con un anticuerpo específico para PPV5A. Preferiblemente, las secuencias de 
ácido nucleico, o genes, son aquellas que codifican un polipéptido o péptido que es inmunorreactivo con un 
anticuerpo específico para PPV5A. 
 20 
Además, un polipéptido de la invención como se usa en este documento incluye, aunque sin limitación, un 
polipéptido que comprende: 
 

i) un polipéptido que comprende la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO:2 o SEQ ID NO:3; 
ii) un polipéptido que es al menos un 80 % idéntico al polipéptido de i); 25 
iii) un polipéptido de ORF3 que está codificado por un polinucleótido que comprende la secuencia de nucleótidos 
1975-2844 de la SEQ ID NO:1, o el polipéptido de la cápside codificado por un polinucleótido que comprende los 
nucleótidos 2845-5547 de la SEQ ID NO:1; 
iv) un polipéptido que está codificado por un polinucleótido que es al menos un 80 % idéntico al polinucleótido de 
iii); 30 

 
Las composiciones inmunógenas de la invención que comprenden al menos uno o más polipéptidos de PPV5A 
como se define en este documento, pueden comprender además un vehículo fisiológicamente aceptable tal como un 
vehículo, adyuvante o combinación de los mismos farmacéutica o veterinariamente aceptable. 
 35 
Cualquiera de los polipéptidos de PPV5A proporcionado en la presente o cualquier composición inmunógena que 
comprenda uno más de estos polipéptidos de PPV5A proporcionados con la presente pueden usarse como 
medicamento, preferiblemente como una vacuna o composición inmunógena, mucho más preferiblemente para la 
profilaxis o tratamiento de un sujeto contra una infección por PPV5A. 
 40 
Los polipéptidos de PPV5A particularmente preferidos incluyen aquellos con epítopos inmunógenos que inducen una 
respuesta inmunológica que es específica para PPV5A. Los polipéptidos de PPVA preferidos incluyen aquellos que 
tienen una secuencia de aminoácidos predicha en PPV1 relacionada como antígenos de superficie (Simpson et al., 
JMB 315, 2002) e incluyen, aunque sin limitación, los restos 141-156, 272-278 y 329-339 de la SEQ ID NO:4. 
 45 
Los expertos en la materia entenderán que las composiciones usadas en este documento pueden incorporar 
soluciones estériles fisiológicamente aceptables inyectables conocidas. Para preparar una solución lista para su uso 
para inyección parenteral o infusión, están fácilmente disponibles soluciones isotónicas acuosas, por ejemplo, 
solución salina o soluciones de proteína plasmática. Además, las composiciones inmunógenas y de vacuna de la 
presente invención pueden incluir vehículos, diluyentes, agentes isotónicos, estabilizantes o adyuvantes 50 
veterinariamente aceptables. 
 
La invención incluye las composiciones de la invención para su uso en un método de provocación de una respuesta 
inmunitaria contra una infección por PPV5A en un sujeto, que comprende la etapa de administrar al sujeto una 
composición inmunógena que comprende uno o más polipéptidos de PPV5A como se define en este documento. 55 
Preferiblemente, la respuesta inmunitaria se provoca contra más de un serotipo o cepa de PPV5A. Las 
composiciones de la invención pueden usarse para tratar o como alternativa para prevenir una infección por PPV5A. 
Preferiblemente, dicha respuesta inmunitaria reduce la incidencia o la gravedad de uno o más signos clínicos 
asociados con o causados por la infección con uno o más serotipos de PPV5A. 
 60 
En este documento, los sujetos adecuados y los sujetos que lo necesitan a los que se les puede administrar las 
composiciones de la invención incluyen animales que necesitan profilaxis o tratamiento para una infección, 
enfermedad o afección asociada a virus, microbios, parásitos, protozoos, bacterias u hongos. Los animales en que 
se estimula la respuesta inmunitaria por el uso de composiciones de la invención incluyen ganadería, tal como 
porcina, bovina, aviar (por ejemplo, pollos, patos, gansos o pavos) caprina y ovina, y animales domésticos, tales 65 
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como ratones, conejos, perros, gatos y caballos. Los animales preferidos incluyen cerdos, múridos, equinos, 
lagomorfos y bóvidos. Mucho más preferiblemente, se estimula una respuesta inmunitaria en cerdos. 
 
La invención también proporciona las composiciones de la invención para su uso en un método de reducción de la 
incidencia o la gravedad de uno o más signos clínicos asociados con o causados por infección por PPV5A, que 5 
comprenden la etapa de administrar una composición inmunógena de la invención que comprende uno o más 
péptidos de PPV5A proporcionados en la presente y preferiblemente una molécula de vehículo, de modo que se 
reduce la incidencia o la gravedad de un signo clínico de la infección por PPV5A en al menos un 10 %, 
preferiblemente al menos un 20 %, incluso más preferiblemente al menos un 30 %, incluso más preferiblemente al 
menos un 50 %, incluso más preferiblemente al menos un 70 %, mucho más preferiblemente al menos un 100 % 10 
respecto a un sujeto que no ha recibido la composición inmunógena proporcionada en la presente. Dichos signos 
clínicos incluyen viremia e inmunosupresión como resultado de una infección con PPV5A en solitario. Dichos signos 
clínicos pueden incluir signos neurológicos (depresión, ataxia, letargia), diarrea, disnea, pérdida de estado físico, 
inflamación de las articulaciones (que provoca cojera y postración), disminución en el promedio diario de ganancia 
de peso, mortalidad y poliserositis como resultado de una coinfección con otro organismo, por ejemplo, Mycoplasma 15 
hyorhinis. 
 
De acuerdo con aspecto adicional, la presente invención también se refiere a las composiciones de la invención para 
su uso en un método para la profilaxis de una infección por PPV5A, en el que dicha infección por PPV5A puede 
estar causada por PPV5A que tiene un 100 % de identidad de secuencia con la secuencia de nucleótidos de las 20 
SEQ ID NO 1, 2, 3 y/o 4, que tiene al menos un 95 % de identidad de secuencia con las secuencias de nucleótidos 
de las SEQ ID NO 1, 2, 3 y/o 4, que tiene al menos un 90 % de identidad de secuencia con las secuencias de 
nucleótidos de las SEQ ID NO 1, 2, 3 y/o 4, o que tiene al menos un 85 % de identidad de secuencia con las 
secuencias de nucleótidos de las SEQ ID NO 1, 2, 3 y/o 4, que comprenden la etapa de administrar una composición 
inmunógena de la invención que comprende uno o más péptidos de PPV5A proporcionados en la presente. 25 
 
También se proporciona un método de preparación de cualquiera de las composiciones inmunógenas 
proporcionadas en la presente, comprendiendo ese método mezclar uno o más péptidos de PPV5A proporcionados 
en la presente con una molécula de vehículo, preferiblemente de modo que el uno o más péptidos de PPV5A y la 
molécula de vehículo se acoplen covalentemente o conjuguen entre sí. Dichos conjugados pueden ser multivalentes 30 
o univalentes. Las composiciones y vacunas multivalentes incluyen inmunoconjugación de múltiples péptidos de 
PPV5A con una molécula de vehículo. En un aspecto adicional, la divulgación proporciona un método de producción 
de uno o más péptidos de PPV5A, comprendiendo ese método transformar una célula hospedadora, preferiblemente 
una célula procariota tal como E. coli con una molécula de ácido nucleico que codifica cualquiera de los péptidos de 
PPV5A proporcionados en la presente. Como alternativa, la célula hospedadora puede ser una célula eucariota tal 35 
como una célula de animal, una célula de insecto, una célula de protista, una célula de planta o una célula fúngica. 
Preferiblemente, la célula eucariota es una célula de mamífero tal como CHO, BHK o COS, o una célula fúngica tal 
como Saccharomyces cerevisiae, o una célula de insecto tal como Sf9. También se prefiere la expresión de 
baculovirus de los ácidos nucleicos de la presente invención. 
 40 
Otro aspecto de la divulgación proporciona un método de producción de uno o más péptidos de PPV5A que inducen 
una respuesta inmunitaria contra al menos una variante genética de PPV5A y más preferiblemente dos o más 
variantes genéticas de PPV5A. Esto comprende cultivar un vector de expresión transformado que codifica y que 
expresa uno o más péptidos de PPV5A divulgados en este documento. Las proteínas expresadas se retienen por el 
organismo de expresión o se secretan en el medio de cultivo. La expresión se realiza en condiciones suficientes para 45 
producir un péptido de PPV5A que pueda inducir una respuesta inmunitaria contra PPV5A. Los serotipos de PPV5A 
para los que los péptidos de PPV5A inducen una respuesta inmunitaria incluyen, aunque sin limitación, secuencias 
que tienen al menos un 99, 98, 97, 96, 95, 94, 93, 92, 91 o 90 % de identidad. 
 
Los métodos de generación de composiciones de la invención pueden comprender además mezclar el conjugado de 50 
uno o más péptidos de PPV5A y una molécula de vehículo con un vehículo fisiológicamente aceptable tal como un 
vehículo, adyuvante o combinación de los mismos farmacéutica o veterinariamente aceptable. Los expertos en la 
materia reconocerán que la elección del vehículo, adyuvante o combinación se determinará por la vía de suministro, 
la preferencia personal y la especie animal entre otras cosas. 
 55 
En otro aspecto, la divulgación proporciona un método de diagnóstico de una infección por PPV5A en un sujeto. Ese 
método comprende proporcionar uno o más péptidos de PPV5A; poner en contacto el uno o más péptidos de PPV5A 
con una muestra obtenida del sujeto; e identificar al sujeto con una infección de PPV5A si se detecta un anticuerpo 
que puede unirse al uno o más péptidos de PPV5A en la muestra. 
 60 
En otro aspecto, la divulgación proporciona un método de comprobación de que un sujeto se ha expuesto 
previamente a una infección por PPV5A y puede expresar una respuesta inmunitaria contra PPV5A. Ese método 
comprende proporcionar uno o más péptidos de PPV5A; poner en contacto el uno o más péptidos de PPV5A con 
una muestra obtenida del sujeto; e identificar al sujeto con una infección de PPV5A si se detecta un anticuerpo que 
puede unirse al uno o más péptidos de PPV5A en la muestra. 65 
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La invención también proporciona kits que comprenden una composición inmunógena que comprende uno o más 
péptidos de PPV5A como se define en las reivindicaciones, preferiblemente junto con una molécula de vehículo; un 
recipiente para envasar la composición inmunógena; un conjunto de instrucciones impresas; y un dispensador que 
puede administrar la composición inmunógena a un animal. Opcionalmente, el uno o más péptidos de PPV5A y la 
molécula de vehículo pueden envasarse como un conjugado o como compuestos diferentes. Cuando se suministran 5 
por separado, también se suministra un medio de conjugación del uno o más péptidos de PPV5A y la molécula de 
vehículo, así como instrucciones impresas apropiadas. 
 
La invención también proporciona kits para la vacunación de un animal, que comprende un conjunto de instrucciones 
impresas; un dispensador que puede administrar la composición inmunógena proporciona en la presente, que 10 
comprende uno o más péptidos de PPV5A a un animal; y en los que al menos de uno de los péptidos de PPV5A 
inmuniza de forma eficaz al animal contra al menos una enfermedad asociada con infección por PPV5A. EL uno o 
más péptidos de PPV5A se seleccionan de los definidos en las reivindicaciones. Los kits de la invención pueden 
comprender además un vehículo, adyuvante o combinación de los mismos veterinariamente aceptable. 
 15 
El dispensador en un kit de la invención puede dispensar sus contenidos como gotas; y la composición inmunógena 
que comprende los péptidos de PPV5A proporcionados en la presente incluida en el kit puede reducir la gravedad de 
al menos un signo clínico de una infección por PPV5A cuando se administra por vía intranasal, oral, intradérmica o 
intramuscular a un animal. Preferiblemente, la gravedad de un signo clínico se reduce en al menos un 10 %, 
preferiblemente en al menos un 20 %, incluso más preferiblemente en al menos un 30 %, incluso más 20 
preferiblemente en al menos un 50 %, incluso más preferiblemente en al menos un 70 %, mucho más 
preferiblemente en al menos un 100 % en comparación con un animal infectado no tratado. 
 
También se divulgan métodos para el tratamiento o la profilaxis de infecciones causadas por PPV5A. El método 
comprende administrar una cantidad eficaz de la composición inmunógena de la presente divulgación a un sujeto, en 25 
el que dicho tratamiento o profilaxis se seleccionadas del grupo que consiste en reducir los signos de infección por 
PPV5A, reducir la gravedad o la incidencia de los signos clínicos de infección por PPV5A, reducir la mortalidad de 
los sujetos por infección por PPV5A y combinaciones de los mismos. 
 
Las composiciones de la invención comprenden además un vehículo, adyuvante o combinación de los mismos 30 
veterinariamente aceptable. Dichas composiciones pueden usarse como una vacuna y comprenden una o más 
vacunas atenuadas adicionales, vacunas inactivadas o combinaciones de las mismas. Dichas vacunas provocan una 
respuesta inmunológica protectora contra al menos una enfermedad asociada con virus seleccionados del grupo que 
consiste en parvovirus porcino 1, 2, 3, 4, 5A, 5B, otras especies de parvovirus porcino, otros virus patógenos 
porcinos y bacterias, y combinaciones de los mismos. Otros tipos de vacunas que podrían coadministrarse en 35 
combinación con una vacuna contra PPV5A incluyen, aunque sin limitación, circovirus porcino de tipo 2 (por ejemplo, 
Ingelvac® CircoFLEX, Ingelvac® CircoFLEX-MycoFLEX), virus del síndrome reproductor y respiratorio porcino (por 
ejemplo, Ingelvac® PRRS ATP, Ingelvac® PRRSV MLV), parvovirus porcino (por ejemplo, ReproCyc® PRRSV-
PLE), Mycoplasma (por ejemplo, Ingelvac® MycoFLEX), etc. 
 40 
Los expertos en la materia entenderán que las composiciones usadas en este documento pueden incorporar 
soluciones estériles fisiológicamente aceptables inyectables conocidas. Para preparar una solución lista para su uso 
para inyección parenteral o infusión, están fácilmente disponibles soluciones isotónicas acuosas, por ejemplo, 
solución salina o soluciones de proteína plasmática. Además, las composiciones inmunógenas y de vacuna de la 
presente invención pueden incluir vehículos, diluyentes, agentes isotónicos, estabilizantes o adyuvantes 45 
veterinariamente aceptables. 
 
Los métodos de la divulgación también pueden comprender la mezcla de una composición de la invención con un 
vehículo, adyuvante o combinación de los mismos veterinariamente aceptable. Los expertos en la materia 
reconocerán que la elección del vehículo, adyuvante o combinación se determinará por la vía de suministro, la 50 
preferencia personal y la especie animal entre otras cosas. 
 
La invención también proporciona las composiciones de la invención para su uso en un método de reducción de la 
gravedad de una infección por PPV5A en curso en un animal mediante la administración de una composición al 
animal. La composición puede incluir un cultivo de virus atenuado o uno o más péptidos de PPV5A en combinación 55 
con un vehículo veterinariamente aceptable. 
 
Las vías preferidas de administración incluyen intranasal, oral (por ejemplo, en el agua para beber), intradérmica e 
intramuscular. Se prefiere la administración intramuscular, muy preferiblemente en una única dosis. Los expertos en 
la materia reconocerán que las composiciones de la invención también pueden administrarse en dos o más dosis, 60 
así como por otras vías de administración. Por ejemplo, dichas otras vías incluyen vía subcutánea, intracutánea, 
intravenosa, intravascular, intraarterial, intraperitoneal, intratecal, intratraqueal, intracutánea, intracardiaca, 
intralobular, intramedular, intrapulmonar o intravaginal. Dependiendo de la duración deseada y de la eficacia del 
tratamiento, las composiciones de acuerdo con la invención pueden administrarse una o varias veces, también de 
forma intermitente, por ejemplo, en una base diaria durante varios días, semanas o meses y en diferentes 65 
dosificaciones. 
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La divulgación también proporciona kits para la vacunación de un animal, que comprende un conjunto de 
instrucciones impresas; un dispensador que puede administrar una vacuna a un animal; y al menos un aislado de un 
cultivo celular, incluyendo, aunque sin limitación, un cultivo celular bacteriano, fúngico, de insecto o de mamífero que 
inmunice de forma eficaz al animal contra al menos una enfermedad asociada con PPV5A, otras cepas de 
parvovirus, otros patógenos y/o una combinación de los mismos. Los kits de la divulgación pueden comprender 5 
además un vehículo, adyuvante o combinación de los mismos veterinariamente aceptable. 
 
El dispensador en un kit de la divulgación puede dispensar sus contenidos como gotas; y el aislado incluido en el kit 
puede reducir la gravedad de al menos un signo clínico de una infección por PPV5A cuando se administra por vía 
intranasal, oral, intradérmica o intramuscular a un animal. En algunos kits, el aislado también puede reducir la 10 
gravedad de al menos un signo clínico de una infección por PPV5A. Preferiblemente, la gravedad de un signo clínico 
se reduce en al menos un 10 % en comparación con un animal infectado no tratado. 
 
Otros objetos, características y ventajas de la presente invención llegarán a ser evidentes a partir de la siguiente 
descripción detallada. Debe entenderse, sin embargo, que la descripción detallada y los ejemplos específicos, 15 
aunque indican realizaciones preferidas de la invención, se proporcionan a modo de ilustración únicamente, ya que 
diversos cambios y modificaciones dentro del alcance de la invención llegarán a ser evidentes para los expertos en 
la materia a partir de esta descripción detallada. 
 
Breve descripción de los dibujos 20 
 
Los siguientes dibujos forman parte de la presente memoria descriptiva y se incluyen para demostrar adicionalmente 
determinados aspectos de la presente invención. La invención puede entenderse mejor por referencia a uno o más 
de estos dibujos en combinación con la descripción detallada de realizaciones específicas presentadas en este 
documento. La solicitud contiene al menos un dibujo ejecutado en color. Las copias de esta publicación de solicitud 25 
de patente con uno o más dibujos en color se proporcionarán por la oficina a petición y tras pago de la tasa 
necesaria. 
La FIG. 1 muestra la secuencia de ácido nucleico de PPV5A (SEQ ID NO:1). 
La FIG. 2 muestra la secuencia proteínica de la replicasa de PPV5A (SEQ ID NO:2). 
La FIG. 3 muestra la secuencia proteínica de la fase abierta de lectura (ORF) de la proteína de PPV5A (SEQ ID 30 
NO:3). 
La FIG. 4 muestra la secuencia proteínica de la proteína de la cápside de PPV5A (SEQ ID NO:4). 
La FIG. 5 muestra comparaciones por parejas de identidad de aminoácidos de las secuencias proteínicas de la 
proteína de la cápside de PPV5A y otras numerosas secuencias víricas. Se enumeran referencias para las 
secuencias víricas en la tabla 1: 35 
 

TABLA 1 
Secuencia ID de 

GenBank 
Información de la revista Autores 

[1] Bovino DQ_335247 J. Virol. 81 (21), 12080-
12085 (2007) 

Qiu,J., Cheng,F., Johnson,F.B. y Pintel,D 

[2] Canino 
Diminuto 

NP_758521 Virology 302 (2), 219-223 
(2002 

Schwartz,D., Green,B., Carmichael,L.E. y Parrish, C.R. 

[3] GboV NC_014358 PLoS ONE 5 (7), E11948 
(2010) 

Kapoor,A., Mehta,N., Esper,F., Poljsak-Prijatelj,M., 
Quan,P.L., Qaisar,N., Delwart,E. y Lipkin,W.I 

[4] PBoV1a HM_053693 PLoS ONE 5 (10), E13583 
(2010) 

Cheng,W.X., Li,J.S., Huang,C.P., Yao,D.P., Liu,N., 
Cui,S.X., Jin,Y. y Duan,Z.J. 

[5] PBoV1b HM_053694 PLoS ONE 5 (10), E13583 
(2010) 

Cheng,W.X., Li,J.S., Huang,C.P., Yao,D.P., Liu,N., 
Cui,S.X., Jin,Y. y Duan,Z.J. 

[6] HuBoca NC_007455 Proc. Natl. Acad. Sci. 
EE.UU. 102 (36), 12891-
12896 (2005) 

Allander,T., Tammi,M.T., Eriksson,M., Bjerkner,A., 
Tiveljung-Lindell,A. y Andersson,B. 

[7] HuBoca2 NC_012042 J. Infect. Dis. 199 (2), 196-
200 (2009 

Kapoor,A., Slikas,E., Simmonds,P., Chieochansin, T., 
Naeem,A., Shaukat,S., Alam,M.M., Sharif,S., Angez,M., 
Zaidi,S. y Delwart,E. 

[8] HuBoca3 NC_012564 PLoS Pathog. 5 (4), 
E1000391 (2009) 

Arthur,J.L., Higgins,G.D., Davidson,G.P., Givney, R.C. y 
Ratcliff,R.M. 

[9] HuBoca4 NC_012729 J. Infect. Dis. 201 (11), 
1633-1643 (2010) 

Kapoor,A., Simmonds,P., Slikas,E., Li,L., Bodhidatta, L., 
Sethabutr,0., Triki,H., Bahri,0., Oderinde,B.S., Baba,M.M., 
Bukbuk,D.N., Besser,J., Bartkus,J. y Delwart,E. 

[10] 
Densovirus 

NC_004287 PRESENTACIÓN DIRECTA 
A GENBANK 

Nonaka,K., Chiba,T., Nakahara,S., Kajiura,Z. y 
Nakagaki,M. 
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Secuencia ID de 
GenBank 

Información de la revista Autores 

[11] 
Hokovirus_a 

GQ_869543 Virol. J. 7, 171 (2010) Adlhoch,C., Kaiser,M., Ellerbrok,H. y Pauli,G. 

[12] 
Hokovirus_b 

EU_200677 J. Gen. Virol. 89 (PT 8), 
1840-1848 (2008) 

Lau,S.K., Woo,P.C., Tse,H., Fu,C.T., Au,W.K., Chen, 
X.C., Tsoi,H.W., Tsang,T.H., Chan,J.S., Tsang,D.N., 
Li,K.S., Tse,C.W., Ng,T.K., Tsang,O.T., Zheng,B.J., 
Tam,S., Chan,K.H., Zhou,B. y Yuen,K.Y. 

[13] PPV4a HM_031135 Virol. J. 7 (1), 333 (2010) Huang,L., Zhai,S.L., Cheung,A.K., Zhang,H.B., Long,J.X. 
y Yuan,S.S 

[14] PPV4b GQ_387499 Arch. Virol. 155 (5), 801-806 
(2010) 

Cheung,A.K., Wu,G., Wang,D., Bayles,D.O., Lager, K.M. y 
Vincent,A.L. 

[15] PPV5A    

[16] PPV1 NC_001718 Virology 197 (1), 86-98 
(1993) 

Bergeron, J., Menezes, J. y Tijssen,P. 

 
La FIG. 6 muestra un análisis filogenético de la región VP1/CAP de PPV5A en comparación con otras proteínas VP1 
y de la cápside víricas enumeradas en la tabla 1. 
La FIG. 7 muestra identidades de la proteína de la cápside de PPV5A (restos 55-792 de la SEQ ID NO:4) con la 
proteína más estrechamente relacionada de PPV4 (n.º de acceso a GenBank AFM73871 (SEQ ID NO: 5)), que 5 
muestra una identidad de secuencia de un 40 % (310/774). 
La FIG. 8 muestra identidades de la proteína replicasa de PPV5A (restos 15-516 de la SEQ ID NO:2) con la proteína 
más estrechamente relacionada de PPV4 (n.º de acceso a GenBank ADB20210 (SEQ ID NO: 11)), que muestra una 
identidad de secuencia de un 58 % (292/504). 
 10 
Descripción detallada 
 
La invención proporciona ácidos nucleicos, polipéptidos, vacunas, preparaciones inmunológicamente eficaces, 
anticuerpos, ensayos de diagnóstico y kits, y métodos de generación y uso de dichas composiciones y 
preparaciones, relacionados con el novedoso parvovirus porcino 5A divulgado en este documento y variantes del 15 
mismo, como se define en las reivindicaciones. 
 
La práctica de la presente invención empleará, salvo que se indique de otro modo, técnicas convencionales de 
biología molecular, microbiología, tecnología de ADN recombinante, química de proteínas e inmunología, que están 
dentro de las habilidades en la técnica. Dichas técnicas se explican completamente en la bibliografía. Véase, por 20 
ejemplo, Sambrook, Fritsch y Maniatis, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Vol. I, II y III, Segunda Edición 
(1989); DNA Cloning, Vol. I y II (D. N. Glover ed. 1985); Oligonucleotide Synthesis (M. J. Gait ed. 1984); Nucleic Acid 
Hybridization (B. D. Hames & S. J. Higgins eds. 1984); Animal Cell Culture (R. K. Freshney ed. 1986); Immobilized 
Cells and Enzymes (IRL press, 1986); Perbal, B., A Practical Guide to Molecular Cloning (1984); la serie, Methods In 
Enzymology (S. Colowick and N. Kaplan eds., Academic Press, Inc.); Protein purification methods - a practical 25 
approach (E.L.V. Harris and S. Angal, eds., IRL Press at Oxford University Press); and Handbook of Experimental 
Immunology, Vol. I-IV (D. M. Weir and C. C. Blackwell eds., 1986, Blackwell Scientific Publications). 
 
Antes de describir la presente invención en detalle, debe entenderse que esta invención no está limitada a un ADN, 
secuencias polipeptídicas o parámetros del proceso particulares ya que pueden, por supuesto, variar. También debe 30 
entenderse que la terminología usada en este documento es con el fin de describir realizaciones particulares de la 
invención únicamente, y no pretende ser limitante. Debe apreciarse que, como se usa en esta memoria descriptiva y 
en las reivindicaciones adjuntas, las formas en singular "uno", "una" y "el", "la" incluyen referencias plurales salvo 
que el contenido indique claramente lo contrario. Por tanto, por ejemplo, una referencia a "un antígeno" incluye una 
mezcla de dos o más antígenos, una referencia a "un excipiente" incluye mezclas de dos o más excipientes, y 35 
similares. 
 
A. Definiciones 
 
Salvo que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y científicos usados en este documento tienen el 40 
mismo significado que el comprendido habitualmente por un experto en la materia a la cual pertenece esta invención 
en el momento de la presentación. El significado y el alcance de los términos debe ser claro; sin embargo, en el caso 
de cualquier ambigüedad latente, las definiciones proporcionadas en este documento adoptarán precedente sobre 
cualquier definición de diccionario o extrínseca. Además, salvo que se requiera de otro modo por el contexto, las 
formas singulares incluirán pluralidades y términos plurales incluirán el singular. En el presente documento, el uso de 45 
"o" significa "y/o" salvo que se indique de otro modo. Además, el uso del término "incluyendo", así como otras formas 
tales como "incluye" e "incluido" no es limitante. 
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"Protección contra enfermedad", "inmunidad protectora", "inmunidad funcional" y expresiones similares, significan 
una respuesta contra una enfermedad o afección generada por la administración de una o más composiciones 
terapéuticas de la invención, o una combinación de las mismas, que provoca menos efectos perjudiciales de lo que 
se esperaría en un sujeto no inmunizado que se ha expuesto a la enfermedad o infección. Es decir, la gravedad de 
los efectos perjudiciales de la invención se reducen en un sujeto vacunado. La infección puede reducirse, 5 
ralentizarse o posiblemente prevenirse completamente en un sujeto vacunado. En este documento, cuando se 
entiende prevención completa de la infección, se indica específicamente. Si no se indica prevención completa 
entonces el término incluye prevención parcial. 
 
En este documento, "reducción de la incidencia y/o de la gravedad de los signos clínicos" o "reducción de los 10 
síntomas clínicos" significa, aunque sin limitación, reducir la cantidad de sujetos infectados en un grupo, reducir o 
eliminar la cantidad de sujetos que muestran signos clínicos de infección o reducir la gravedad de cualquier signo 
clínico que esté presente en uno o más sujetos, en comparación con infección de tipo silvestre. Por ejemplo, debe 
hacer referencia a cualquier reducción de la carga del patógeno, desprendimiento del patógeno, reducción en la 
transmisión del patógeno o reducción de cualquier signo clínico sintomático de infección con PPV5A. 15 
Preferiblemente, estos signos clínicos se reducen en uno o más sujetos que reciben la composición terapéutica de la 
presente invención en al menos un 10 % en comparación con sujetos que no reciben la composición y que quedan 
infectados. Más preferiblemente, se reducen signos clínicos en sujetos que reciben una composición de la presente 
invención en al menos un 20 %, preferiblemente en al menos un 30 %, más preferiblemente en al menos un 40 %, e 
incluso más preferiblemente en al menos un 50 %. 20 
 
La expresión "protección aumentada" en este documento significa, aunque sin limitación, una reducción significativa 
de uno o más síntomas clínicos que están asociados con infección por un agente infeccioso, preferiblemente 
PPV5A, en un grupo vacunado de sujetos frente a un grupo de control no vacunado de sujetos. La expresión 
"reducción significativa de síntomas clínicos" significa, aunque sin limitación, que la frecuencia en la incidencia de al 25 
menos un síntoma clínico en el grupo vacunado de sujetos es de al menos un 10 %, preferiblemente un 20 %, más 
preferiblemente un 30 %, incluso más preferiblemente un 50 %, e incluso más preferiblemente un 70 % inferior que 
en el grupo de control no vacunado después de la exposición al agente infeccioso. 
 
"Protección de larga duración" se referirá a "eficacia mejorada" que persiste durante al menos 3 semanas, pero más 30 
preferiblemente al menos 3 meses, aún más preferiblemente al menos 6 meses. En el caso de ganado, es más 
preferido que la protección de larga duración persista hasta la edad promedio en que los animales se comercializan 
por su carne. 
 
Una "composición inmunógena o inmunológica" se refiere a una composición de materia que comprende al menos 35 
una proteína o polipéptido de PPV5A, o parte inmunógena del mismo, que provoca una respuesta inmunológica en 
el hospedador de una respuesta inmunitaria celular o mediada por anticuerpos a la composición. En una realización 
preferida de la presente invención, una composición inmunógena induce una respuesta inmunitaria y, más 
preferiblemente, confiere inmunidad protectora contra uno o más de los signos clínicos de una infección por PPV5A. 
 40 
Un polipéptido de PPV5A "inmunógeno" o "antígeno" como se usa en este documento se refiere a un polipéptido o 
proteína que provoca una respuesta inmunológica como se describe en este documento. Una proteína o polipéptido 
de PPV5A "inmunógeno" incluye la secuencia de longitud completa de cualquiera de las secuencias codificantes 
identificadas en este documento o análogos o fragmentos inmunógenos de los mismos, como se define en las 
reivindicaciones. El término "epítopo" significa un segmento o fragmento de la composición de materia, por ejemplo, 45 
una proteína o polipéptido, que se reconoce por el sistema inmunitario, específicamente por anticuerpos, linfocitos B 
o linfocitos T. El epítopo generalmente es un fragmento o fragmentos de una secuencia polipeptídica de una proteína 
vírica. 
 
Dichos fragmentos pueden identificarse usando innumerables técnicas de cartografiado de epítopos, bien conocidas 50 
en la técnica. Véase, por ejemplo, Epitope Mapping Protocols in Methods in Molecular Biology, Vol. 66 (Glenn E. 
Morris, Ed., 1996) Humana Press, Totowa, Nueva Jersey. Por ejemplo, pueden determinarse epítopos lineales 
sintetizando simultáneamente grandes cantidades de péptidos en soportes sólidos, correspondiendo los péptidos a 
partes de la molécula proteínica, y haciendo reaccionar los péptidos con anticuerpos mientras que los péptidos aún 
están adheridos a los soportes. Dichas técnicas son conocidas y se describen en la técnica, véase, por ejemplo, la 55 
patente de Estados Unidos n.º 4.708.871; Geysen et al., (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:3998-4002; y Geysen 
et al., (1986) Molec. Immunol. 23:709-715. Asimismo, los epítopos conformacionales se identifican fácilmente 
determinando la conformación espacial de aminoácidos tal como, por ejemplo, por cristalografía de rayos X y 
resonancia magnética nuclear bidimensional. Véase Epitope Mapping Protocols, supra. También se incluyen 
antígenos sintéticos dentro de la definición, por ejemplo, poliepítopos, epítopos flanqueantes y otros antígenos 60 
recombinantes o derivados sintéticamente. Véase, por ejemplo, Bergmann et al., (1993) Eur. J. Immunol. 23:2777-
2781; Bergmann et al., (1996), J. Immunol. 157:3242-3249; Suhrbier, A. (1997), Immunol. and Cell Biol. 75:402-408; 
y Gardner et al., (1998) 12.ª Conferencia Mundial sobre el SIDA, Ginebra, Suiza, 28 de junio-3 de julio, 1998) 
 
Una "respuesta inmunitaria" o "respuesta inmunológica" significa, aunque sin limitación, el desarrollo de una 65 
respuesta inmunitaria celular y/o mediada por anticuerpos contra la composición o la vacuna de interés. 
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Habitualmente, una respuesta inmunitaria o inmunológica incluye, aunque sin limitación, uno o más de los siguientes 
efectos: la producción o la activación de anticuerpos, linfocitos B, linfocitos T auxiliares, linfocitos T supresores y/o 
linfocitos T citotóxicos, dirigidos específicamente a un antígeno o antígenos incluidos en la composición o vacuna de 
interés. Preferiblemente, el hospedador presentará una respuesta terapéutica o inmunológica (de memoria) 
protectora de modo que se potencie la resistencia contra una nueva infección y/o se reduzca la gravedad clínica de 5 
la enfermedad. Dicha protección se demostrará por una reducción en la cantidad de síntomas, la gravedad de los 
síntomas o la ausencia de uno o más de los síntomas asociados con la infección del patógeno, un retardo en la 
aparición de viremia, persistencia vírica reducida, una reducción en la carga vírica global y/o una reducción de la 
excreción vírica. 
 10 
En este documento, "específicamente inmunorreactivo" se refiere a una proteína o polipéptido inmunorreactivo que 
reconoce un antígeno característico de infección por PPV5A, pero que no reacciona con un antígeno característico 
de un control de exposición estricto. Para determinar la especificidad de una proteína inmunorreactiva de PPV5A 
potencial u otro polipéptido, se usarían diversos inmunoensayos (ELISA, IFA, transferencia de Western) para 
ensayar la proteína contra suero animal que contiene virus genéticamente similares. La proteína también se 15 
ensayaría en diversos inmunoensayos contra material que contiene proteínas relacionadas con el método de 
expresión (baculovirus, células Sf9, etc.). 
 
Como se usa en este documento, "un vehículo farmacéutica o veterinariamente aceptable" o "excipiente" incluye 
todos y cada uno de los disolventes, medios de dispersión, recubrimientos, adyuvantes, agentes estabilizantes, 20 
diluyentes, conservantes, agentes antibacterianos y antifúngicos, agentes isotónicos, agentes retardadores de la 
adsorción y similares. En algunos aspectos preferidos, y especialmente que incluyen composiciones inmunógenas 
liofilizadas, los agentes estabilizantes incluyen estabilizantes para liofilización o secado por congelación. 
 
En algunos aspectos, la composición inmunógena contiene un adyuvante. "Adyuvantes" como se usa en este 25 
documento, puede incluir hidróxido de aluminio y fosfato de aluminio, saponinas, por ejemplo, Quil A, QS-21 
(Cambridge Biotech Inc., Cambridge MA), GPI-0100 (Galenica Pharmaceuticals, Inc., Birmingham, AL), emulsión de 
agua en aceite, emulsión de aceite en agua, emulsión de agua en aceite en agua. La emulsión puede basarse en 
particular en aceite de parafina líquida ligera (del tipo de la farmacopea europea); aceite isoprenoide tal como 
escualano o escualeno; aceite resultante de la oligomerización de alquenos, en particular de isobuteno o deceno; 30 
ésteres de ácidos o de alcoholes que contienen un grupo alquilo lineal, más particularmente aceites vegetales, 
oleato de etilo, di-(caprilato/caprato) de propilenglicol, tri-(caprilato/caprato) de glicerilo o dioleato de propilenglicol; 
ésteres de ácidos grasos ramificados o alcoholes, en particular ésteres de ácido isoesteárico. El aceite se usa en 
combinación con emulsionantes para formar la emulsión. Los emulsionantes son preferiblemente tensioactivos no 
iónicos, en particular ésteres de sorbitán, de manida (por ejemplo, oleato de anhidromanitol), de glicol, de 35 
poliglicerol, de propilenglicol o de ácido oleico, isoesteárico, ricinoleico o hidroxiesteárico, que están opcionalmente 
etoxilados, y copolímero de bloque de polioxipropileno-polioxietileno, en particular los productos Pluronic, 
especialmente L121. Véase, Hunter et al., The Theory and Practical Application of Adjuvants (Ed.Stewart-Tull, D. E. 
S.), JohnWiley and Sons, NY, pág. 51-94 (1995) y Todd et al., Vaccine 15:564-570 (1997). Los adyuvantes 
ejemplares son la emulsión SPT descrita en la página 147 de "Vaccine Design, The Subunit and Adjuvant Approach" 40 
editado por M. Powell and M. Newman, Plenum Press, 1995, y la emulsión MF59 descrita en la página 183 de este 
mismo libro. 
 
Un caso adicional de un adyuvante es un compuesto elegido de los polímeros de ácido acrílico o metacrílico y los 
copolímeros de anhídrido maleico y derivado de alquenilo. Los compuestos adyuvantes ventajosos son los polímeros 45 
de ácido acrílico o metacrílico que están reticulados, especialmente con éteres de polialquenilo de azúcares o 
polialcoholes. Estos compuestos son conocidos por el término carbómero (Phameuropa Vol. 8, N.º 2, junio de 1996). 
Los expertos en la materia también pueden remitirse a la patente de Estados Unidos n.º 2.909.462 que describe 
dichos polímeros acrílicos reticulados con un compuesto polihidroxilado que tiene al menos 3 grupos hidroxilo, 
preferiblemente no más de 8, estando los átomos de hidrógeno de al menos tres hidroxilos reemplazados por 50 
radicales alifáticos insaturados que tienen al menos 2 átomos de carbono. Los radicales preferidos son aquellos que 
contienen de 2 a 4 átomos de carbono, por ejemplo, vinilos, alilos y otros grupos etilénicamente insaturados. Los 
radicales insaturados pueden por sí mismos contener otros sustituyentes, tales como metilo. Los productos vendidos 
con el nombre Carbopol; (BF Goodrich, Ohio, EE. UU.) son particularmente apropiados. Están reticulados con una 
alil sacarosa o con una alil pentaeritritol. Entre ellos, pueden mencionarse Carbopol 974P, 934P y 971P. Es mucho 55 
más preferido el uso de Carbopol 971P. Entre los copolímeros de anhídrido maleico y derivado de alquenilo, están 
los copolímeros EMA (Monsanto), que son copolímeros de anhídrido maleico y etileno. La disolución de estos 
polímeros en agua da lugar a una solución ácida que se neutralizará, preferiblemente a pH fisiológico, para dar la 
solución adyuvante en que se incorporará la propia composición inmunógena, inmunológica o de vacuna. 
 60 
Los adyuvantes adecuados adicionales incluyen, aunque sin limitación, el sistema adyuvante RIBI (Ribi Inc.), 
copolímero Block (CytRx, Atlanta GA), SAF-M (Chiron, Emeryville CA), monofosforil lípido A, adyuvante de lípido-
amina Avridine, enterotoxina termoinestable de E. coli (recombinante o de otro modo), toxina colérica, IMS 1314 o 
muramil dipéptido, o citocinas de origen natural o recombinantes o análogos de las mismas o estimulantes de la 
liberación de citocinas endógenas, entre muchos otros. 65 
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Se espera que un adyuvante pueda añadirse en una cantidad de 100 µg a aproximadamente 10 mg por dosis, 
preferiblemente en una cantidad de aproximadamente 500 µg a aproximadamente 5 mg por dosis, más 
preferiblemente en una cantidad de aproximadamente 750 µg a aproximadamente 2,5 mg por dosis, y mucho más 
preferiblemente en una cantidad de aproximadamente 1 mg por dosis. Como alternativa, el adyuvante puede estar a 
una concentración de aproximadamente un 0,01 a un 50 %, preferiblemente a una concentración de 5 
aproximadamente un 2 % a un 30 %, más preferiblemente a una concentración de aproximadamente un 5 % a un 
25 %, aún más preferiblemente a una concentración de aproximadamente un 7 % a un 22 %, y mucho más 
preferiblemente a una concentración de un 10 % a un 20 % en volumen del producto final. 
 
Los "diluyentes" pueden incluir agua, solución salina, dextrosa, etanol, glicerol y similares. Los agentes isotónicos 10 
pueden incluir cloruro de sodio, dextrosa, manitol, sorbitol y lactosa, entre otros. Los estabilizantes incluyen albúmina 
y sales alcalinas de ácido etilendiaminatetraacético, entre otros. 
 
"Aislado" significa alterado "por la mano del hombre" de su estado natural, es decir, si se produce en la naturaleza, 
se ha cambiado o retirado de su entorno original, o ambos. Por ejemplo, un polinucleótido o polipéptido presente de 15 
forma natural en un organismo vivo no está "aislado", pero el mismo polinucleótido o polipéptido separado de los 
materiales coexistente de su estado natural está "aislado", según se emplea el término en este documento. 
 
"Seguridad" se refiere a la ausencia de consecuencias adversas en un animal vacunado después de vacunación, 
incluyendo, aunque sin limitación: reversión potencial de una vacuna basada en virus vivo a virulencia, efectos 20 
secundarios clínicamente significativos tales como enfermedad persiste, sistémica o inflación inaceptable en el sitio 
de la administración de la vacuna. 
 
Los términos "vacunación" o "vacunar" o variantes de los mismos, como se usan en este documento significan, 
aunque sin limitación, un proceso que incluye la administración de una composición inmunógena de la divulgación 25 
que, cuando se administra a un animal, provoca, o puede provocar - directa o indirectamente - una respuesta 
inmunitaria en el animal contra PPV5A. 
 
"Mortalidad", en el contexto de la presente divulgación, se refiere a muerte causada por infección por PPV5A, y/o 
coinfecciones con otros organismos que se potencian por infecciones de PPV5A, e incluye la situación en que la 30 
infección de esta manera es tan grave que se sacrifica a un animal para evitar que sufra y proporcionar un final 
humano a su vida. 
 
"Atenuación" significa reducir la virulencia de un patógeno. En la presente divulgación "atenuación" es sinónimo de 
"avirulento". Un virus atenuado es uno en que la virulencia se ha reducido de modo que no causa signos clínicos de 35 
infección por PPV5A, pero puede inducir una respuesta inmunitaria en el mamífero diana, pero también significa que 
los signos clínicos se reducen en incidencia y en gravedad en animales infectados con el PPV5A atenuado en 
comparación con un "grupo de control" de animales infectados con PPV5A no atenuado y que no reciben el virus 
atenuado. En este contexto, el término "reducir/reducido" significa una reducción de al menos un 10 %, 
preferiblemente un 25 %, incluso más preferiblemente un 50 %, aún más preferiblemente un 60 %, incluso más 40 
preferiblemente un 70 %, aún más preferiblemente un 80 %, incluso más preferiblemente un 90 % y mucho más 
preferiblemente un 100 % en comparación con el grupo de control como se define anteriormente. Por tanto, un cepa 
PPV5A avirulenta atenuada es una que es adecuada para la incorporación en una composición inmunógena que 
comprende un virus PPV5A vivo modificado. 
 45 
"Muerto" o "inactivado" significa tratado con un agente físico o químico que hace que el virus PPV5A muera y/o no 
tenga capacidad de otro modo de reproducción. El PPV5A puede inactivarse por medios convencionales, tales 
como, por ejemplo, calor, radiación o psoraleno en presencia de luz ultravioleta. El PPV5A puede inactivarse por 
medios convencionales tales como, por ejemplo, mediante inactivación química usando uno o más agentes 
inactivadores químicos incluyendo, aunque sin limitación, uno o más de etileneimina binaria (BEI), beta-50 
propiolactona, formolina, glutaraldehído y/o dodecilsulfato de sodio. Los métodos de atenuación de cepas virulentas 
de estos virus y métodos de generación de una preparación vírica inactivada son conocidos en la técnica y se 
describen en, por ejemplo, los documentos 4.567.042 y 4.567.043. Los antígenos de PPV5A para su uso en las 
composiciones de vacuna, por tanto, pueden estar en forma de un virus completo que es una preparación vírica viva 
modificada y/o atenuada o una preparación vírica muerta o inactivada, entre otras cosas. 55 
 
"Anticuerpos", como se usa en este documento incluye anticuerpos anti-PPV5A, por ejemplo, anticuerpos 
monoclonales y policlonales, anticuerpos de cadena sencilla, anticuerpos quiméricos, humanizados, humanos, 
porcinos y con CDR injertadas, incluyendo compuestos que incluyen secuencias CDR que reconocen 
específicamente un polipéptido de PPV5A de la invención. La expresión "específico para" indica que las regiones 60 
variables de los anticuerpos de la invención reconocen y se unen a un polipéptido de PPV5A exclusivamente (es 
decir, pueden distinguir un único polipéptido de PPV5A de polipéptidos relacionados a pesar de la identidad de 
secuencia, la homología o la similitud encontrada en la familia de polipéptidos) y que se permiten (opcionalmente) 
interactuar con otras proteínas (por ejemplo, proteína A de S. aureus u otros anticuerpos en técnicas ELISA) 
mediante interacciones con secuencias fuera de la región variable de los anticuerpos y, en particular, en la región 65 
constante de la molécula de anticuerpo. Los ensayos de cribado para determinar la especificidad de unión de un 
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anticuerpo de la invención son bien conocidos y practicados de forma rutinaria en la técnica. Para un análisis 
exhaustivo de dichos ensayos, véase Harlow et al., (Eds), Antibodies A Laboratory Manual: Cold Spring Harbor 
Laboratory; Cold Spring Harbor, NY (1988), Capítulo 6. Los anticuerpos que reconocen y se unen a fragmentos de 
los polipéptidos de PPV5A de la invención también se contemplan, con la condición que los anticuerpos sean 
principalmente y ante todo específicos para, como se define anteriormente, un polipéptido de PPV5A de la invención 5 
del cual se obtuvo el fragmento. Con fines de claridad, "anticuerpo" se refiere a una molécula de inmunoglobulina 
que puede unirse a un antígeno específico como resultado de una respuesta inmunitaria contra ese antígeno. Las 
inmunoglobulinas son proteínas séricas compuestas de cadenas polipeptídicas "ligeras" y "pesadas" que tienen 
regiones "constantes" y "variables" y se dividen en clases (por ejemplo, IgA, IgD, IgE, IgG y IgM) basándose en la 
composición de las regiones constantes. Los anticuerpos pueden existir en una diversidad de formas incluyendo, por 10 
ejemplo, como, Fv, Fab', F(ab’)2, así como en cadenas sencillas, e incluyen polipéptidos sintéticos que contienen 
todo o parte de una o más secuencias polipeptídicas de una cadena del anticuerpo. 
 
En este documento, "dosis eficaz" significa, aunque sin limitación, una cantidad de antígeno que provoca, o puede 
provocar, una respuestas inmunitaria que produce una reducción de los síntomas clínicos en un animal al que se 15 
administra el antígeno. 
 
Como se usa en este documento, la expresión "cantidad eficaz" significa, en el contexto de una composición, una 
cantidad de una composición inmunógena que puede inducir una respuesta inmunitaria que reduce la incidencia o 
disminuye la gravedad de la infección o episodio de la enfermedad en un animal. En particular, una cantidad eficaz 20 
de una preparación de virus vivo atenuado, medida por la cantidad de unidades formadoras de placas (UFP) por 
dosis o medida equivalente, se controla por la mediana de la dosis infecciosa de cultivo tisular (DICT50), es decir, la 
cantidad de un agente patógeno que producirá un cambio patológico en un 50 % de los cultivos celulares inoculados 
y susceptibles. Para una vacuna inactivada o subunidad antigénica, la cantidad eficaz se refiere al contenido relativo 
de antígeno (RAC), es decir, el nivel de inclusión de antígeno por dosis eficaz. Como alternativa, en el contexto de 25 
un tratamiento, la expresión "cantidad eficaz" se refiere a la cantidad de un tratamiento que es suficiente para reducir 
o mejorar la gravedad o la duración de una enfermedad o trastorno, o uno o más síntomas del mismo, prevenir el 
avance de una enfermedad o trastorno, causar la regresión de una enfermedad o trastorno, prevenir la recidiva, el 
desarrollo, la aparición o la progresión de uno o más síntomas asociados con una enfermedad o trastorno, o 
potenciar o mejorar la profilaxis o el tratamiento de otro tratamiento o agente terapéutico. 30 
 
"Identidad de secuencia" como se conoce en la técnica se refiere a una relación entre dos o más secuencias 
polipeptídicas o dos o más secuencias polinucleotídicas, concretamente una secuencia de referencia y una 
secuencia dada a comparar con la secuencia de referencia. La identidad de secuencia se determina comparando la 
secuencia dada con la secuencia de referencia después de que las secuencias se hallan alineado de forma óptima 35 
para producir el máximo grado de similitud de secuencia, determinada por el emparejamiento entre hebras de dichas 
secuencias, con huecos introducidos si fuera necesario. Tras dicha alineación, la identidad de secuencia se averigua 
en una base posición a posición, por ejemplo, las secuencias son "idénticas" en una posición particular si en esa 
posición los nucleótidos o los restos aminoacídicos son idénticos. La cantidad total de dichas identidades de posición 
entonces se divide por la cantidad total de nucleótidos o de restos en la secuencia de referencia para dar el % de 40 
identidad de secuencia. La identidad de secuencia puede calcularse fácilmente por métodos conocidos, incluyendo, 
aunque sin limitación, los descritos en Computational Molecular Biology, Lesk, A. N., ed., Oxford University Press, 
Nueva York (1988), Biocomputing: Informatics and Genome Projects, Smith, D.W., ed., Academic Press, Nueva York 
(1993); Computer Analysis of Sequence Data, Parte I, Griffin, A.M. y Griffin, H. G., eds., Humana Press, Nueva 
Jersey (1994); Sequence Analysis in Molecular Biology, von Heinge, G., Academic Press (1987); Sequence Analysis 45 
Primer, Gribskov, M. y Devereux, J., eds., M. Stockton Press, Nueva York (1991); y Carillo, H. y Lipman, D., SIAM J. 
Applied Math., 48: 1073 (1988). Los métodos preferidos para determinar la identidad de secuencia se diseñan para 
dar el máximo emparejamiento entre las secuencias ensayadas. Los métodos para determinar la identidad de 
secuencia están codificados en programas informáticos disponibles al público que determinan la identidad de 
secuencia entre secuencias dadas. Los ejemplos de dichos programas incluyen, aunque sin limitación, el paquete 50 
del programa GCG (Devereux, J., et al., Nucleic Acids Research, 12(1):387 (1984)), BLASTP, BLASTN y BLASTX 
(Altschul, S. F. et al., J. Molec. Biol., 215:403-410 (1990). El programa BLASTX está disponible al público en el NCBI 
y en otras fuentes (BLAST Manual, Altschul, S. et al., NCVI NLM NIH Bethesda, MD 20894, Altschul, S. F. et al., J. 
Molec. Biol., 215:403-410 (1990). Estos programas alinean de forma óptimas secuencias usando ponderaciones de 
hueco por defecto para producir el máximo nivel de identidad de secuencia entre las secuencias dada y de 55 
referencia. Como una ilustración, por un polinucleótido que tiene una secuencia de nucleótidos que tiene al menos, 
por ejemplo, un 85 %, preferiblemente un 90 %, incluso más preferiblemente un 95 % de "identidad de secuencia" 
con una secuencia de nucleótidos de referencia, se entiende que la secuencia de nucleótidos del polinucleótido dado 
es idéntica a la secuencia de referencia excepto en que la secuencia polinucleotídica dada puede incluir hasta 15, 
preferiblemente hasta 10, incluso más preferiblemente hasta 5 mutaciones puntuales por cada 100 nucleótidos de la 60 
secuencia de nucleótidos de referencia. En otras palabras, en un polinucleótido que tiene una secuencia de 
nucleótidos que tiene al menos un 85 %, preferiblemente un 90 %, incluso más preferiblemente un 95 % de identidad 
respecto a la secuencia de nucleótidos de referencia, hasta un 15 %, preferiblemente un 10 %, incluso más 
preferiblemente un 5 % de los nucleótidos en la secuencia de referencia puede estar eliminada o sustituida con otro 
nucleótido, o varios nucleótidos hasta un 15 %, preferiblemente un 10 %, incluso más preferiblemente un 5 % de los 65 
nucleótidos totales en la secuencia de referencia pueden estar insertados en la secuencia de referencia. Estas 
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mutaciones de la secuencia de referencia pueden producirse en las posiciones 5' y 3' terminales de la secuencia de 
nucleótidos de referencia o en cualquier parte entre esas posiciones terminales, intercaladas individualmente entre 
nucleótidos en la secuencia de referencia o en uno o más grupos contiguos dentro de la secuencia de referencia. 
Asimismo, por un polipéptido que tiene una secuencia de aminoácidos dada que tiene al menos, por ejemplo, un 
85 %, preferiblemente un 90 %, incluso más preferiblemente un 95 % de identidad de secuencia con una secuencia 5 
de aminoácidos de referencia, se entiende que la secuencia de aminoácidos dada del polipéptido es idéntica a la 
secuencia de referencia excepto en que la secuencia polipeptídica dada puede incluir hasta 15, preferiblemente 
hasta 10, incluso más preferiblemente hasta 5 alteraciones de aminoácido por cada 100 aminoácidos de la 
secuencia de aminoácidos de referencia. En otras palabras, para obtener una secuencia polipeptídica dada que 
tenga al menos un 85 %, preferiblemente un 90 %, incluso más preferiblemente un 95 % de identidad de secuencia 10 
con una secuencia de aminoácidos de referencia, hasta un 15 %, preferiblemente hasta un 10 %, incluso más 
preferiblemente hasta un 5 % de los restos aminoacídicos en la secuencia de referencia pueden estar eliminados o 
sustituidos con otro aminoácido, o varios aminoácidos hasta un 15 %, preferiblemente hasta un 10 %, incluso más 
preferiblemente hasta un 5 % de la cantidad total de restos aminoacídicos en la secuencia de referencia pueden 
estar insertados en la secuencia de referencia. Estas alteraciones de la secuencia de referencia pueden producirse 15 
en las posiciones amino o carboxi terminales de la secuencia de aminoácidos de referencia o en cualquier otra parte 
entre esas posiciones terminales, intercaladas individualmente entre los restos en la secuencia de referencia o en 
uno o más grupos contiguos dentro de la secuencia de referencia. Preferiblemente, las posiciones de los restos que 
no son idénticas difieren por sustituciones conservativas de aminoácido. Sin embargo, las sustituciones 
conservativas no se incluyen como un emparejamiento cuando se determina la identidad de secuencia. 20 
 
"Homología de secuencia" como se usa en este documento se refiere a un método de determinación de la relación 
de dos secuencias. Para determinar la homología de secuencia, dos o más secuencias se alinean de forma óptima, 
y se introducen huecos si fuera necesario. Sin embargo, en contraste con la "identidad de secuencia", las 
sustituciones conservativas de aminoácidos también se cuentan como emparejamiento cuando se determina la 25 
homología de secuencia. En otras palabras, para obtener un polipéptido que tenga un 95 % de homología de 
secuencia con una secuencia de referencia, un 85 %, preferiblemente un 90 %, incluso más preferiblemente un 95 % 
de los restos aminoacídicos en la secuencia de referencia deben emparejar o comprender una sustitución 
conservativa con otro aminoácido, o varios aminoácidos hasta un 15 %, preferiblemente hasta un 10 %, incluso más 
preferiblemente hasta un 5 % de los restos aminoacídicos totales, sin incluir sustituciones conservativas, en la 30 
secuencia de referencia pueden estar insertados en la secuencia de referencia. Preferiblemente, la secuencia 
homóloga comprende al menos un tramo de 50, incluso más preferiblemente de 100, incluso más preferiblemente de 
250, incluso más preferiblemente de 500 nucleótidos que codifican aminoácidos homólogos. 
 
Una "sustitución conservativa" se refiere a la sustitución de un resto aminoacídico con otro resto aminoacídico que 35 
tiene características o propiedades similares incluyendo el tamaño, la hidrofobicidad, etc., de modo que la 
funcionalidad global no cambie significativamente. Esto puede significar una sustitución de nucleótido que provoque 
una sustitución conservativas de aminoácido. 
 
B. Moléculas de vehículo 40 
 
Las moléculas de vehículo con las que pueden conjugarse o unirse covalentemente las proteínas de PPV5A de la 
invención son preferiblemente aquellas descritas anteriormente. Los vehículos para uso animal son seroalbúmina 
bovina y hemocianina de lapa californiana. Preferiblemente, la propia proteína de vehículo es un inmunógeno. 
 45 
Las proteínas de PPV5A de la invención pueden acoplarse covalentemente al vehículo por cualquier método 
conveniente conocido en la técnica. Aunque el uso de un conector simétrico tal como dihidracida de ácido adípico, 
como se describe por Schneerson et al., J. Experimental Medicine, 152, 361-376 (1980), o un conector 
heterobifuncional tal como 3-(2-piridilditio) propionato de N-succinimidilo como se describe por Fattom et al., Infection 
and Immunity, 56, 2292-2298 (1988) están dentro del alcance de la invención, se prefiere evitar el uso de cualquier 50 
conector, sino que en su lugar se acopla un péptido de PPV5A de la invención directamente a la molécula de 
vehículo. Dicho acoplamiento puede conseguirse mediante aminación reductora como se describe por Landi et al., J. 
Immunology, 127, 1011-1019 (1981). 
 
El tamaño de la composición inmunógena, como se define por la masa molecular promedio, es variable y depende la 55 
proteína o proteínas de PPV5A elegidas y el método de acoplamiento de la proteína o proteínas de PPV5A al 
vehículo. Por lo tanto, puede ser tan pequeña como de 1000 dalton (103) o de más de 106 dalton. Con el método de 
acoplamiento de aminación reductora, la masa molecular de la proteína o proteínas de PPV5A habitualmente está 
dentro del intervalo de 5000 a 500 000 o más; por ejemplo, para la proteína de la cápside, se predice que la masa 
molecular será de aproximadamente 80 000 dalton, que se predice que formará partículas de tipo virus (VLP) 60 
compuestas de 60 proteínas monoméricas. 
 
Las moléculas de vehículo, es decir, péptidos, derivados y análogos de los mismos, y miméticos peptídicos que se 
unen específicamente a una proteína de PPV5A de la invención pueden producirse por diversos métodos conocidos 
en la técnica, incluyendo, aunque sin limitación, síntesis en fase sólida o por solución (Nakanishi et al., 1993, Gene 65 
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137:51-56; Merrifield, 1963, J. Am. Chem. Soc. 15:2149-2154; Neurath, H. et al., Eds., The Proteins, Vol II, 3.ª Ed., 
pág. 105-237, Academic Press, Nueva York, N.Y. (1976). 
 
Las proteínas de PPV5A de la invención o los anticuerpos o partes de unión de los mismos de la presente invención 
pueden administrarse en dosificaciones inyectables por solución o suspensión en un diluyente con un vehículo 5 
farmacéutico o veterinario. 
 
La seguridad y la eficacia de dichas moléculas se determinan por procedimientos convencionales en cultivos 
celulares o animales experimentales como se describe y regula por el Center for Veterinary Biologics (CVB). La 
toxicidad y la eficacia terapéutica de dichas moléculas pueden terminarse por procedimientos farmacéuticos 10 
convencionales en cultivos celulares o en animales experimentales, por ejemplo, para determinar la DL50 (la dosis 
letal al 50 % de la población). 
 
Las vacunas de la invención pueden ser multivalentes o univalentes. Las vacunas multivalentes se preparan a partir 
de inmunoconjugación de múltiples proteínas de PPV5A con una molécula de vehículo. 15 
 
En un aspecto, las composiciones de proteína de PPV5A comprenden una cantidad inmunizante eficaz del 
conjugado inmunógeno, preferiblemente en combinación con un inmunoestimulante; y un vehículo fisiológicamente 
aceptable. Como se usa en el presente contexto, "inmunoestimulante" pretende abarcar cualquier compuesto o 
composición que tenga la capacidad de potenciar la actividad del sistema inmunitario, ya sea un efecto potenciador 20 
específico en combinación con un antígeno específico, o simplemente un efecto independiente sobre la actividad de 
uno o más elementos de la respuesta inmunitaria. Los compuestos inmunoestimulantes incluyen, aunque sin 
limitación, geles minerales, por ejemplo, hidróxido de aluminio; sustancias tensioactivas tales como lisolecitina, 
polioles pluronic; polianiones; péptidos; emulsiones oleosas; alumbre y MDP. Los métodos de utilización de estos 
materiales son conocidos en la técnica, y pertenece a las capacidades de los expertos en la materia determinar una 25 
cantidad óptima de estimulante para una vacuna dada. Puede usarse más de un inmunoestimulante en una 
formulación dada. El inmunógeno también puede incorporarse en liposomas, o conjugarse con polisacáridos y/u 
otros polímeros para su uso en una formulación de vacuna. 
 
Las composiciones pueden presentarse, si se desea, en un envase o dispositivo dosificador que puede contener una 30 
o más formas monodosis que contienen el ingrediente activo. El envase puede comprender, por ejemplo, lámina 
metálica o de plástico, tal como un envase tipo blíster. El envaso o el dispositivo dosificador puede estar 
acompañado de instrucciones para su administración preferiblemente para su administración a un mamífero, 
especialmente un cerdo. 
 35 
C. Adyuvantes 
 
Para aumentar adicionalmente la inmunogenicidad de las composiciones inmunógenas proporcionadas en la 
presente, y que contienen una o más proteínas de PPV5A, también pueden comprender uno o más adyuvantes. 
 40 
El adyuvante puede purificarse por cualquiera de las técnicas descritas previamente o conocidas en la técnica. La 
técnica de purificación preferida es cromatografía en gel de sílice, en particular la técnica cromatográfica 
"ultrarrápida" (rápida), que se describe por W. Clark Still et al., J. Organic Chemistry, 43, 2923-2925 (1978). Sin 
embargo, pueden usarse otros métodos cromatográficos, incluyendo HPLC, para la purificación del adyuvante. 
También puede usarse cristalización para purificar el adyuvante. En algunos casos, no se requiere purificación ya 45 
que se obtiene un producto de pureza analítica directamente de la síntesis. 
 
Las composiciones de vacuna se preparan por mezcla fisiológica del adyuvante con la proteína o proteínas de 
PPV5A en condiciones estériles apropiadas de acuerdo con técnicas conocidas para producir la composición con 
adyuvante. La formación de complejos de la proteína o proteínas de PPV5A y el adyuvante se facilita por la 50 
existencia de una carga negativa neta en el conjugado que se ve atraída electrostáticamente a la carga positiva 
presente en el adyuvante de compuesto de alquilo de cadena larga. 
 
D. Vehículos fisiológicamente aceptables 
 55 
Las composiciones de vacuna pueden formularse usando técnicas similares a las usadas para otras composiciones 
polipeptídicas farmacéuticas. Por tanto, el adyuvante y la proteína o proteínas de PPV5A, preferiblemente 
conjugadas con la molécula de vehículo y/o mezcladas con un adyuvante pueden almacenarse en forma liofilizada y 
reconstituirse en un vehículo fisiológicamente aceptable para formar una suspensión antes de la administración. 
Como alternativa, el adyuvante y el conjugado pueden almacenarse en el vehículo. Los vehículos preferidos son 60 
soluciones estériles, en particular, soluciones tamponantes estériles, tales como solución salina tamponada con 
fosfato. Cualquier método de combinación del adyuvante y el conjugado en el vehículo de modo que se mejore la 
eficacia inmunológica de la composición inmunógena es apropiado. 
 
El volumen de una única dosis de la vacuna de la invención puede variar, pero generalmente estará dentro de los 65 
intervalos habitualmente empleados en vacunas convencionales. El volumen de una única dosis es preferiblemente 
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entre aproximadamente 0,1 ml y aproximadamente 3 ml, preferiblemente entre aproximadamente 0,2 ml y 
aproximadamente 1,5 ml, más preferiblemente de aproximadamente 1,0 ml a las concentraciones de conjugado y 
adyuvante indicadas anteriormente. 
 
Las composiciones de vacuna pueden administrarse por cualquier medio conveniente. 5 
 
E. Formulación 
 
Los conjugados inmunógenos que comprenden una o más proteínas de PPV5A acopladas a una molécula de 
vehículo pueden usarse como vacunas para inmunización contra uno o más serotipos de PPV5A. Las vacunas, que 10 
comprenden el conjugado inmunógeno en un vehículo fisiológicamente aceptable, son útiles en un método de 
inmunización de animales, preferiblemente cerdos, para el tratamiento o la prevención de infecciones por PPV5A. 
 
Los anticuerpos generados contra conjugados inmunógenos de la presente divulgación por inmunización con un 
conjugado inmunógeno pueden usarse en inmunoterapia pasiva y generación de anticuerpos antiidiotipo para tratar 15 
o prevenir infecciones de PPV5A. 
 
El sujeto al que se administra la composición es preferiblemente un animal, incluyendo, aunque sin limitación, vacas, 
caballos, ovejas, cerdos, aves de corral (por ejemplo, pollos), cabras, gatos, perros, hámsteres, ratones y ratas; 
mucho más preferiblemente cerdos. 20 
 
Las formulaciones de la divulgación comprenden una cantidad inmunizante eficaz de una o más composiciones 
inmunógenas o anticuerpos contra las mismas y un vehículo fisiológicamente aceptable. Las vacunas comprenden 
una cantidad inmunizante eficaz de una o más composiciones inmunógenas y un vehículo fisiológicamente 
aceptable. La formulación deber ser adecuada para el modo de administración. 25 
 
La composición inmunógena, si se desea, también puede contener cantidades mínimas de agentes humectantes o 
emulsionantes, o agentes tamponantes del pH. La composición inmunógena puede ser una solución líquida, 
suspensión, emulsión, comprimido, píldora, cápsula, formulación de liberación sostenida o un polvo. La formulación 
oral puede incluir vehículos convencionales, tales como calidades farmacéuticas de manitol, lactosa, almidón, 30 
estearato de magnesio, sacarina de sodio, celulosa, carbonato de magnesio, etc. 
 
F. Dosis eficaz 
 
Los compuestos descritos en este documento pueden administrarse a un sujeto a dosis terapéuticamente eficaces 35 
para tratar enfermedades asociadas con PPV5A. La dosificación dependerá del hospedador que recibe la vacuna, 
así como de factores tales como el tamaño, el peso y la edad del hospedador. 
 
La cantidad precisa de conjugado inmunógeno o anticuerpo a emplear en una formulación dependerá de la vía de 
administración y de la naturaleza del sujeto (por ejemplo, la especie, edad, tamaño, fase/nivel de la enfermedad) y 40 
debe decidirse de acuerdo con el criterio del facultativo y las circunstancias de cada sujeto de acuerdo con las 
técnicas clínicas convencionales. Una cantidad inmunizante eficaz es esa cantidad suficiente para tratar o prevenir 
una enfermedad por PPV5A infecciosa en un sujeto. Las dosis eficaces también pueden extrapolarse a partir de 
curvas de respuesta a dosis obtenidas de sistemas de ensayo en modelo animal y pueden variar de 0,1 mg/kg a 
20 mg/kg, preferiblemente de 1 mg/kg a 10 mg/kg. 45 
 
La inmunogenicidad de una composición puede determinarse controlando la respuesta inmunitaria de sujetos de 
ensayo después de inmunización con la composición mediante el uso de cualquier inmunoensayo conocido en la 
técnica. La generación de una respuesta humoral (de anticuerpo) y/o inmunidad mediada por células, puede 
adoptarse como indicación de una respuesta inmunitaria. Los sujetos de ensayo pueden incluir animales tales como 50 
cerdos, ratones, hámsteres, perros, gatos, conejos, vacas, caballos, ovejas y aves de corral por ejemplo, pollos, 
patos, gansos y pavos). 
 
La respuesta inmunitaria de los sujetos de ensayo puede analizarse por diversas estrategias tales como: la 
reactividad del suero inmunitario resultante el conjugado inmunógeno, ensayada por técnicas conocidas, por 55 
ejemplo, ensayo de inmunoadsorción enzimática (ELISA), inmunotransferencias, inmunoprecipitaciones, etc.; o, por 
protección de los hospedadores inmunizados de una infección por el patógeno y/o atenuación de los síntomas 
debido a infección por el patógeno en hospedadores inmunizados determinada por cualquier método conocido en la 
técnica, para evaluar los niveles de un agente de enfermedad infecciosa, por ejemplo, PCR cuantitativa, aislamiento 
de virus u otra técnica conocida en la técnica. Los niveles de agente de enfermedad infecciosa también pueden 60 
determinarse midiendo los niveles del antígeno contra el que estaba dirigida la inmunoglobulina. Una disminución en 
los niveles del agente de enfermedad infecciosa o una mejora de los síntomas de la enfermedad infecciosa indica 
que la composición es eficaz. 
 
Los agentes terapéuticos de la divulgación pueden ensayarse in vitro para la actividad terapéutica o profiláctica 65 
deseada, antes de su uso in vivo en animales. Por ejemplo, los ensayos in vitro que pueden usarse para determinar 
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si la administración de un agente terapéutico específico está indicada incluye ensayos de cultivo celular in vitro en 
que células apropiadas de una línea celular o células cultivadas de un sujeto que tiene una enfermedad o trastorno 
particular se exponen a o se administran de otro modo a un agente terapéutico, y se observa el efecto del agente 
terapéutico sobre las células. 
 5 
Como alternativa, el agente terapéutico puede ensayarse poniendo en contacto el agente terapéutico con las células 
(cultivadas de un sujeto o de una línea celular cultivada) que son susceptibles a infección por el agente de 
enfermedad infecciosa, pero que no están infectadas con el agente de enfermedad infecciosa, exponiendo las 
células al agente de enfermedad infecciosa y después determinando si la tasa de infección de las células en 
contacto con el agente terapéutico era inferior a la tasa de infección de las células que no están en contacto con el 10 
agente terapéutico. La infección de las células con un agente de enfermedad infecciosa puede ensayarse por 
cualquier método conocido en la técnica. 
 
Además, el agente terapéutico puede evaluarse midiendo el nivel de la molécula contra la que está dirigido el 
anticuerpo en el sujeto de modelo animal a intervalos de tiempo adecuados antes, durante o después del 15 
tratamiento. Cualquier cambio o ausencia de cambio en la cantidad de la molécula puede identificarse y 
correlacionarse con el efecto del tratamiento sobre el sujeto. El nivel de la molécula puede determinarse por 
cualquier método conocido en la técnica. 
 
Después de la vacunación de un animal contra PPV5A usando las composiciones de la presente divulgación, puede 20 
usarse cualquier ensayo de unión conocido en la técnica para evaluar la unión entre el anticuerpo resultante y la 
molécula particular. Estos ensayos también pueden realizarse para seleccionar anticuerpos que muestren mayor 
afinidad o especificidad por el antígeno particular. 
 
G. Detección y métodos de diagnóstico 25 
 
Los anticuerpos, o partes de unión de los mismos, resultantes del uso de PPV5A nativo, virus atenuado o proteínas 
de la presente invención son útiles para detectar en una muestra la presencia de PPV5A. Este método de detección 
comprende las etapas de proporcionar un anticuerpo aislado o parte de unión del mismo generado contra un PPV5A 
nativo, virus atenuado o proteína de la invención, añadir al anticuerpo aislado o parte de unión del mismo una 30 
muestra sospechosa de contener una cantidad de virus PPV5A y detectar la presencia de un complejo que 
comprende el anticuerpo aislado o parte de unión del mismo unido al virus PPV5A. 
 
Los anticuerpos o partes de unión de los mismos de la presente invención también son útiles para detectar en una 
muestra la presencia de una proteína o péptido de PPV5A. Este método de detección comprende las etapas de 35 
proporcionar un anticuerpo aislado o parte de unión del mismo generado contra PPV5A nativo, virus atenuado, 
proteína o péptido, añadir al anticuerpo aislado o parte de unión del mismo una muestra sospechosa de contener 
una cantidad de la proteína o péptido de PPV5A y detectar la presencia de un complejo que comprende el 
anticuerpo aislado o parte de unión del mismo unido a la proteína o péptido de PPV5A. 
 40 
Las inmunoglobulinas, particularmente los anticuerpos, (y fragmentos funcionalmente activos de los mismos) que se 
unen a una molécula específica que es un miembro de una pareja de unión pueden usarse como agentes de 
diagnóstico y agentes de pronóstico, como se describe en este documento. La presente divulgación proporciona la 
medición de un miembro de la pareja de unión, y los usos de dichas mediciones en aplicaciones clínicas. Las 
inmunoglobulinas de la presente invención pueden usarse, por ejemplo, en la detección de un antígeno en una 45 
muestra biológica, mediante lo que los sujetos pueden ensayarse para niveles aberrantes de la molécula a la que se 
une la inmunoglobulina, y/o para la presencia de formas anómalas de dichas moléculas. Por "niveles aberrantes" se 
entienden aumentados o disminuidos respecto al nivel presente o convencional, que representa el presente, en una 
muestra análoga de una parte del organismo o de un sujeto que no tiene la enfermedad. Los anticuerpos de esta 
invención también pueden incluirse como reactivo en un kit para su uso en una técnica de diagnóstico o de 50 
pronóstico. 
 
En un aspecto, un anticuerpo de la invención que se une inmunoespecíficamente a un virus nativo o atenuado 
PPV5A, proteína o péptido puede usarse para diagnosticar, pronosticar o cribar una infección por PPV5A. 
 55 
En otro aspecto, la divulgación proporciona un método de diagnóstico o cribado de la presencia de una infección por 
PPV5A o inmunidad contra la misma, que comprende medir en un sujeto el nivel de unión inmunoespecífica de un 
anticuerpo a una muestra obtenida del sujeto, en que el anticuerpo se une inmunoespecíficamente a una proteína o 
péptido de PPV5A en que un aumento en el nivel de dicha unión inmunoespecífica, respecto al nivel de dicha unión 
inmunoespecífica en una muestra análoga de un sujeto que no tiene el agente de enfermedad infecciosa, indica la 60 
presencia de PPV5A. 
 
Los ejemplos de ensayos adecuados para detectar la presencia de péptidos de PPV5A o antagonistas de los 
mismos incluyen, aunque sin limitación, ELISA, radioinmunoensayo, ensayo de reacción de precipitación de difusión 
en gel, ensayo de inmunodifusión, ensayo de aglutinación, inmunoensayo fluorescente, inmunoensayo de proteína A 65 
o ensayo de inmunoelectroforesis. 
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Los inmunoensayos para la molécula particular típicamente comprenderán incubar una muestra, tal como un fluido 
biológico, un extracto tisular, células recién recogidas o lisados de células cultivadas, en presencia de un anticuerpo 
marcado de forma detectable y detectar el anticuerpo unido por cualquiera de varias técnicas bien conocidas en la 
técnica. 
 5 
La actividad de unión de un anticuerpo dado puede determinarse de acuerdo con métodos bien conocidos. Los 
expertos en la materia serán capaces de determinar las condiciones de ensayo operativas y óptimas para cada 
determinación empleando experimentación rutinaria. 
 
Un aspecto adicional de la presente invención se refiere a kits de diagnóstico para la detección o la medición de 10 
PPV5A. Se proporcionan kits para uso diagnóstico, que comprenden en uno o más recipientes un anticuerpo anti-
PPV5A y, opcionalmente, un compañero de unión marcado para el anticuerpo. Como alternativa, el anticuerpo anti-
PPV5A puede marcarse (con un marcador detectable, por ejemplo, un resto quimioluminiscente, enzimático, 
fluorescente o radiactivo). Por consiguiente, la presente invención proporciona un kit de diagnóstico que comprende, 
un anticuerpo anti-PPV5A y una inmunoglobulina de control. En un aspecto específico, uno de los compuestos 15 
anteriores del recipiente puede marcarse de forma detectable. Un kit puede comprender opcionalmente además, en 
un recipiente, una cantidad predeterminada de un virus PPV5A, proteína o péptido reconocido por el anticuerpo del 
kit, para su uso como patrón o control. 
 
H. Administración a un sujeto 20 
 
Las vías de administración incluyen, aunque sin limitación, intranasal, oral (por ejemplo, en el agua para beber), 
intradérmica e intramuscular. La administración intramuscular es particularmente preferida. Los expertos en la 
materia reconocerán que las composiciones de la divulgación también pueden administrarse en una, dos o más 
dosis, así como, por otras vías de administración. Por ejemplo, dichas otras vías incluyen vía subcutánea, 25 
intracutánea, intravenosa, intravascular, intraarterial, intraperitoneal, intratecal, intratraqueal, intracardiaca, 
intralobular, intramedular, intrapulmonar e intravaginal. Dependiendo de la duración deseada y de la eficacia del 
tratamiento, las composiciones de acuerdo con la invención pueden administrarse una o varias veces, también de 
forma intermitente, por ejemplo, en una base diaria durante varios días, semanas o meses y en diferentes 
dosificaciones. 30 
 
Los siguientes ejemplos se incluyen para demostrar realizaciones preferidas de la invención. Los expertos en la 
materia deben apreciar que las técnicas divulgadas en los siguientes ejemplos representan técnicas que los autores 
de la invención han descubierto que funcionan bien en la práctica de la invención y, por tanto, puede considerarse 
que constituyen modos preferidos para su práctica. Sin embargo, los expertos en la materia deben apreciar, a la luz 35 
de la presente divulgación, que pueden hacerse muchos cambios en las realizaciones específicas que se divulgan y 
aún obtener un resultado parecido o similar sin alejarse del alcance de la invención, que en el sentido más amplio es 
como se define en las reivindicaciones. 
 
Ejemplos 40 
 
Materiales y métodos 
 
Fuente de materiales: Se recibieron homogeneizados tisulares de tres cerdos de una investigación de brote inusual. 
La historia clínica de la granja de cerdos de 90,71 kg (200 libras) con temblores musculares en todo el cuerpo que 45 
estaban presentes tras reposo, pero exagerados durante el movimiento. Después de un ensayo extensivo en un 
laboratorio de diagnóstico veterinario que sugería un agente vírico (basándose en lesiones microscópicas), pero que 
únicamente produjo la identificación de un agente X (un pestivirus asociado a virus de la fiebre porcina no clásica), 
se proporcionaron muestras a los autores de la invención para ayudar a determinar la causa subyacente de los 
signos del SNC en estos animales. 50 
 
Análisis de ADN y proteína: Se realizó análisis de ADN de muestras de cerdos afectados usando secuenciación de 
alto rendimiento de 454 Life Sciences (Branford CT) ("tecnología 454"), realizado por Operon (Huntsville AL). Las 
muestras se enriquecieron para secuencias víricas a través de tratamiento con nucleasa de ácidos nucleicos 
protectores de partículas víricas seguido por extracción, amplificación aleatoria y secuenciación de alto rendimiento; 55 
realizado generalmente como se describe en Victoria et al., PLoS pathogen 26 de septiembre de 
2008;4(9):e1000163. 
 
Las secuencias resultantes se caracterizaron inicialmente por análisis BLASTx como miembros divergentes de la 
familia Parvoviridae. Las secuencias se ensamblaron usando el programa informático Sequencher y los resultados 60 
de estos análisis de ADN acoplados con secuenciación diana produjo la secuencia de ADN de la SEQ ID NO:1, que 
es la secuencia codificante completa putativa del virus indicado como PPV5A. El análisis adicional de la secuencia 
de ADN usando el programa informático Sequencher produjo la identificación de tres regiones codificantes putativas 
correspondientes a las encontradas en otras especies de parvovirus, que comprenden la replicasa vírica (SEQ ID 
NO:2), una fase de lectura abierta "ORF3" (SEQ ID NO:3) y la proteína de la cápside vírica (SEQ ID NO:4). 65 
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Ejemplo 1: Identificación de un virus novedoso 
 
Se identificaron secuencias de ADN por tecnología 454 (metagenómica vírica) en muestras de homogeneizados 
pulmonares de dos cerdos no relacionados de diferentes estados. El análisis BLASTn y BLASTx reveló la identidad 
más cercana al parvovirus porcino 4, con un máximo de un 67 % de identidad de nucleótidos en regiones 5 
conservadas del gen de la replicasa (REP), mientras que las regiones codificantes de la cápside (CAP) no 
mostraban un emparejamiento discernible a nivel de nucleótidos. A nivel de proteína, la proteína replicasa putativa 
mostraba ~60 % de identidad de aminoácidos y ~50 % de identidad en la proteína de la cápside. El virus se indicó 
como una nueva especie, el parvovirus porcino 5A (PPV5A). Se desarrollaron cebadores específicos basándose en 
la secuencia codificante de la cápside y el cribado basado en PCR de homogeneizados que eran similares en 10 
características tisulares y patológicas/clínicas reveló la presencia del agente en ~16 % de las muestras. Basándose 
en los signos clínicos presentados y los datos de virología asociados con los tejidos cribados, se observó una 
asociación estadísticamente significativa con otros varios agentes víricos y patologías clínicas/histopatología. 
 
Ejemplo 2: Identificación de PPV5A como parvovirus novedoso y análisis filogenético 15 
 
Las identidades de aminoácidos por parejas para las proteínas putativas replicasa (REP) y de la cápside (VP1/CAP) 
de múltiples especies víricas conocidas se muestran en la fig. 5. La identidad de secuencia de PPV5A con PPV4, el 
pariente más cercano, tanto con REP como con CAP (~60 % / 50 %, respectivamente) apoya la denominación de 
PPV5A como una nueva especie. 20 
 
El análisis filogenético (fig. 6) revela el virus como una especie novedosa dentro de la familia Parvoviridae y el 
género parvovirus, basándose en la región conservada de la proteína CAP. Se consiguen resultados similares 
usando la secuencia de la proteína REP más conservada (no mostrada). 
 25 
Ejemplo 3: Confirmación de PPV5A como un agente de enfermedad 
 
Se usaron tres homogeneizados tisulares positivos para PCR de PPV5A de ISU para inocular animales obtenidos 
por cerásea privados de calostro (CDCD) en un intento por amplificar el virus y determinar si la coinfección con los 
parvovirus novedosos y PRRSV producía signos respiratorios clínicos aumentados. En este estudio, hubo un 30 
imprevisto, una alta cantidad de mortalidad (20-22 %) en grupos inoculados con el homogeneizado tisular que 
contiene los parvovirus novedosos y se identificaron títulos de PPV5A en suero usando PCR específica de PPV5A 
dirigida a la región codificante de la cápside. Después se usaron tejidos de un animal en este estudio para exponer a 
los cerdos CDCD para reproducir los signos clínicos. En este estudio, se indicó una infección sistémica con altos 
títulos de viremia en la mayoría de los animales infectados. En grupos que recibieron inóculos que contenían 35 
PPV5A, hubo una alta incidencia de mortalidad (20 %), cojera, disminución en la media diaria de ganancia, pirexia y 
lesiones tanto macroscópicas como microscópicas. 
 
Ejemplo 4: Cultivo, aislamiento y purificación de PPV5A 
 40 
Se agruparon pequeñas secciones de tejidos positivos a PCR (por ejemplo, bazo, cerebro, pulmón, intestino, etc.) 
usando un mortero y mano de mortero estériles. El tejido molido se resuspendió en 5-10 ml de EMEM modificado 
que contenía tampón HEPES y antibióticos y se aclaró para eliminar las masas de tejido más grandes. Los 
sobrenadantes se recogieron y se pasaron en serie a través de diversos filtros para eliminar la mayoría de las 
partículas más grandes incluyendo las bacterias. Adicionalmente, también se está procesando una suspensión de 45 
muestra fecal y suero de animales positivos a PCR por filtración en serie para aislamiento de virus. 
 
Las diluciones del filtrado se tratan con tripsina o se dejan sin tratar y se adsorben en cultivos celulares establecidos 
y primarios (enumerados a continuación) en placas de 6 pocillos a temperaturas específicas. El inóculo se aspira y 
se remplaza con 2 ml de medio de mantenimiento fresco. Las placas entonces se incuban a 33-37 °C en una 50 
atmósfera de CO2 al 5 % y se observan diariamente para los efectos citopáticos tales como redondeo de las células, 
fusión célula-célula, descamación, agrupación celular, etc., en comparación con controles inoculados simulados 
(medio sencillo). Se cribaron los pocillos positivos potenciales para el crecimiento/aislamiento de virus por PCR. 
 
Las líneas celulares establecidas útiles en el aislamiento de virus incluían: ST (testículo de cerdo), SK6 (riñón de 55 
cerdo), BHK-21 (riñón de cría de hámster), VIDO R1 (retina porcina fetal), PK-15 NADC (riñón porcino), PK/WRL 
(riñón porcino), HRT-180 (adenocarcinoma colorrectal humano), Hep2 (epitelio humano), Vero (riñón de mono verde 
africano) y RK-13 (riñón de conejo) entre otros. 
 
Los cultivos celulares primarios útiles en el proceso incluyen: cultivos porcinos embrionarios de pulmón, riñón, 60 
testículos, tráquea e intestino, entre otros. 
 
Según aísla el virus, se purifica por múltiples rondas de purificación en placa o diluciones limitantes y se amplifica en 
cantidades mayores y se generan cultivos de reserva para experimentos en animales. 
 65 
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Ejemplo 5: Preparación de un virus inactivado y vacuna 
 
La inactivación se realiza entre aproximadamente 35-39 °C y en presencia de 2 a 15 mM de BEI, aún más preferido 
en presencia de aproximadamente 10 mM de BEI. La inactivación se realiza durante al menos 24 horas, hasta 24 a 
72 horas. Después se añade una cantidad equivalente de un agente que neutraliza el agente de inactivación dentro 5 
de la solución; por ejemplo, tiosulfato de sodio hasta una cantidad equivalente. Se prepara una preparación de virus 
inactivado de acuerdo con métodos conocidos en la técnica, por ejemplo, como se divulga en Preuss, T., et al., 
Comparison of Two Different Methods for Inactivation of Viruses in Serum, CLINICAL AND DIAGNOSTIC 
LABORATORY IMMUNOLOGY, (1997), 504-508 o en Bahnemann, H.G., Inactivation of viral antigens for vaccine 
preparation with particular reference to the application of binary ethylenimine, VACCINE, (1990), 299-303. Una vez 10 
preparado un virus inactivado, el material se combina con una preparación de vehículo para una formulación de 
vacuna final. 
 
Ejemplo 6: Preparación de un virus atenuado y vacuna 
 15 
Se prepara una preparación de virus atenuado de acuerdo con métodos conocidos en la técnica, por ejemplo, como 
se divulga en Vaccine Protocols, 2.ª edición; Robinson, Husdon, Cranage, eds, Humana Press 2003. Por ejemplo, 
"...los virus de tipo silvestre se pasan extensivamente en cultivo tisular/hospedadores animales hasta que se alcanza 
un equilibrio aceptable entre la pérdida de virulencia y la retención de inmunogenicidad..." 
 20 
El virus atenuado se purifica por múltiples rondas de purificación en placa o diluciones limitantes. Se utilizan ensayos 
de PCR, secuenciación profunda o inmunofluorescencia para determinar la especificidad del material de cultivo. 
 
Se prepara una vacuna de virus atenuado combinando una preparación de virus atenuado purificado con una 
preparación de vehículo. 25 
 
Ejemplo 7: Preparación una vacuna de subunidad que comprende una proteína de la cápside 
 
Se preparó la proteína de la cápside de la SEQ ID NO:4 por expresión de la SEQ ID NO:4 clonado, o fragmentos de 
la misma, en diversos sistemas de expresión de proteína. 30 
 
Expresión de baculovirus: Se expresó la proteína de la cápside de PPV5A de la SEQ ID NO:4 en un sistema de 
expresión de baculovirus, generalmente de acuerdo con los métodos divulgados en Kost et al., (6), 2012. Se 
encontró la proteína en baja cantidad dentro de la fracción insoluble tras purificación inicial. Los métodos para 
aumentar el rendimiento y la solubilidad incluyen, aunque sin limitación, el uso de condiciones tamponantes 35 
alternativas (por ejemplo, urea o clorhidrato de guanidina), condiciones alternativas de unión y de purificación (por 
ejemplo, columnas de afinidad de cobalto o níquel, columnas de intercambio aniónico o catiónico), o condiciones 
alternativas de expresión (por ejemplo, temperatura, tiempo, líneas celulares alternativas). 
 
Expresión bacteriana: Se expresó la proteína de la cápside de PPV5A de la SEQ ID NO:4 en un sistema de 40 
expresión bacteriano, generalmente de acuerdo con los métodos divulgados en EMD Chemicals Inc. Novagen User 
Protocol TB184. Este método incluye la adición de una marca HIS inherente contenida en el vector bacteriano (EMD 
Chemicals Inc., 2011 (7)) para facilitar la purificación de la proteína producida. La proteína de la cápside marcada 
con HIS expresada de forma bacteriana se purificó generalmente de acuerdo con los métodos divulgados en GE 
Healthcare, 2012 (8) y los productos resultantes se usaron para generar anticuerpos específicos para PPV5A como 45 
se describe en el ejemplo 8. 
 
Se preparó una vacuna de subunidad atenuada combinando una preparación de proteína de la cápside purificado 
con una preparación de vehículo. 
 50 
Ejemplo 8: Preparación de anticuerpos que se unen específicamente a PPV5A 
 
Se preparan anticuerpos que se unen específicamente a PPV5A inmunizando conejos con preparaciones 
antigénicas de virus PPV5A, o preparaciones de proteína de subunidad de proteínas de la cápside (SEQ ID NO:4) o 
fragmentos de las mismas. Se criban muestras de suero de los conejos inoculados para anticuerpos policlonales que 55 
se unen a los antígenos de PPV5A. Los bazos de los ratones inoculados que se determinó que producían 
anticuerpos contra el antígeno se fusionan con células de mieloma para producir hibridomas. Los hibridomas 
después se criban para la unión a antígeno de PPV5A. 
 
Anticuerpos policlonales: La proteína de la cápside expresada de forma bacteriana marcada con HIS preparada de 60 
acuerdo con el ejemplo 7 se usó para inmunizar dos conejos blancos de Nueva Zelanda en un servicio de 
producción de anticuerpos personalizado (Rockland Antibodies and Assays; Gilbertsville, PA). Los conejos se 
inmunizaron con aproximadamente 100 µg de antígeno/conejo en D0, D7, D14 y D28. Para la inoculación D0 y D7, 
los animales se inocularon por vía intradérmica; las inoculaciones administradas en D14 y 28 se administraron por 
vía subcutánea. Se usó adyuvante completo de Freund en la primera inoculación; se usó adyuvante incompleto de 65 
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Freud en inoculaciones posteriores. Se recogieron muestras de suero de ambos conejos antes de la inmunización y 
38 y 45 días después de la inmunización. 
 
Se cribaron preparaciones de anticuerpos policlonales para la especificidad anti-PPV5A por Rockland Antibodies and 
Assays. Se produjeron anticuerpos que tenían especificidad de unión por la proteína de PPV5A purificada o 5 
parcialmente purificada por ensayo inmunofluorescente (IFA), transferencia de western y ensayo de 
inmunoadsorción enzimática (ELISA). Los parámetros para la especificidad de cada ensayo fueron los siguientes: la 
especificidad de transferencia de western se midió por detección de la proteína de tamaño de 88,8 kDa predicha, la 
especificidad de IFA se midió por comparación con células no infectadas y la especificidad de ELISA recubriendo la 
placa con proteína no relevante. 10 
 
Anticuerpos monoclonales: Se usa la proteína de la cápside expresada de baculovirus marcada con HIS preparada 
de acuerdo con el ejemplo 7 para generar anticuerpos monoclonales en ratones Balb/c en un servicio de producción 
de anticuerpos personalizado (Rockland Antibodies and Assays; Gilbertsville, PA). Los ratones se inmunizan con 
diversas preparaciones antigénicas de PPV5A de acuerdo con protocolos convencionales diseñados por la 15 
instalación de producción de anticuerpos personalizada. La respuesta inmunitaria después de la inoculación se 
controla por la instalación de producción de anticuerpos personalizada y se seleccionan candidatos de anticuerpo 
para la generación de hibridomas. Los protocolos convencionales para la generación de anticuerpos monoclonales 
son bien conocidos para los expertos en la materia, por ejemplo, como se divulga en Gabriele et al., (9), pág. 117-
135. 20 
 
Se generan hibridomas combinando células de tumores de linfocitos B cultivadas en medio de hibridoma hasta la 
fase de proliferación con células de bazo recogidas de ratones inoculados que se ha determinado que producen 
anticuerpos contra antígenos de PPV5A de acuerdo con protocolos convencionales, como se divulga en Gabriele et 
al., (9), pág. 117-135. Después de la fusión y cultivo de los hibridomas, los hibridomas se criban para la unión a 25 
antígenos de PPV5A, y se seleccionan hibridomas que producen anti-PPV5A. Los anticuerpos monoclonales 
producidos por hibridomas se purifican usando cromatografía de afinidad de acuerdo con protocolos convencionales, 
como se divulga en Gabriele et al., (9), pág. 209-232. 
 
Se identifican anticuerpos de alta afinidad específicos para PPV5A y se caracterizan adicionalmente, incluyendo la 30 
determinación de los epítopos a los que se unen, la especificidad del anticuerpo con respecto a otras especies de 
virus relacionadas y se seleccionan anticuerpos de alta afinidad adecuados con alta especificidad por el antígeno o 
antígenos del virus PPV5A, usando técnicas inmunológicas bien conocidas en la técnica, por ejemplo, ELISA, 
análisis de transferencia de Western y cartografiado de epítopos (Epitope Mapping Protocols in Methods in Molecular 
Biology, Vol. 66 (Glenn E. Morris, Ed., 1996) Humana Press, Totowa, Nueva Jersey). 35 
 
Ejemplo 9: Ensayos de diagnóstico para PPV5A 
 
Ensayo ELISA: Se usan anticuerpos preparados de acuerdo con el ejemplo 8 para medir PPV5A en una muestra 
biológica usando procedimientos ELISA. El ensayo se realiza de la siguiente manera: 40 
 
Se diluye antígeno de recubrimiento seleccionado de la proteína de la cápside de la SEQ ID NO:4 en tampón de 
recubrimiento (tampón carbonato-bicarbonato 0,05 M; pH 9,6) para conseguir una concentración final de 8 ng/µl. Las 
placas (placas ELISA de 96 pocillos de alta unión a proteína Phenix n.º cat MPG-655061) se recubren con 50 
µl/pocillo de antígeno de recubrimiento. Las placas se precintan y se incuban durante 1 hora a 37 °C o durante una 45 
noche a 4 °C. La solución de recubrimiento se retira y la placa se lava tres veces con 200 µl/pocillo de PBST (PBS 
1X + Tween-20 al 0,05 %). La placa se recubre con 300 µl/pocillo de solución de bloqueo (leche desnatada en polvo 
al 0,5 % p/v en PBS), se precinta y se incuba durante 1 hora a 37 °C. La solución de bloqueo se retira y la placa se 
lava tres veces con 200 µl/pocillo de PBST. Las muestras se diluyen 1:100 en solución de bloqueo; se añaden 100 
µl/pocillo de muestras de suero a la placa. Las placas se precintan y se incuban durante 1 hora a 37 °C. Las 50 
muestras de suero se retiran y la placa se lava tres veces con 200 µl/pocillo de PBST. El anticuerpo secundario (de 
cabra anti-IgG (H+L) porcina conjugado con HRP; Jackson Immuno-Research 114-035-003) se diluye hasta 
1:10 000 en solución de bloqueo y se usa para recubrir la placa con 100 µl/pocillo. Las placas se precintan y se 
incuban durante 1 hora a 37 °C. El anticuerpo secundario se retira y la placa se lava tres veces con 200 µl/pocillo de 
PBST. Las placas se recubren con 50 µ|/pocillo de TMB (3,5,3’,5’-tetrametilbencidina; KPL n.º cat 53-00-01). Las 55 
placas se incuban a temperatura ambiente en la oscuridad durante aproximadamente diez minutos. Las placas se 
recubren con 50 µ|/pocillo de solución de parada (H2SO4 2 M; KPL n.º cat 50-85-04). La densidad óptica se lee a 
450 nm. 
 
Análisis de PCR: Se han optimizado ensayos de PCR basados en gel y de qPCR para PPV5A. Estos ensayos se 60 
realizan de la siguiente manera: Para el ensayo de qPCR, cada reacción se prepara añadiendo los siguientes 
reactivos: 10 µl/reacción de SsoFast probe supermix 2X (BioRad, n.º cat 172-5233), 5 µl/reacción de agua tratada 
con DEPC, 1 µl/reacción del cebador directo a una concentración 6 µM (AAT GCG TGT GCT TAC GCT TA: SEQ ID 
NO:6), 1 µl/reacción del cebador inverso a una concentración 6 µM (TGG GTT CGA ATA TGA AGA GG: SEQ ID 
NO:7), 1 µl/reacción de la sonda a una concentración 4 µM (6-FAM/TC ATC AGG AAC CCT GGA GTG ATC TCA 65 
/BHQ_1: SEQ ID NO:8) y 2 µl/reacción de ADN extraído. La reacción se realiza en un termociclador T100 (Bio-Rad) 
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para un ciclo a 95 °C durante 2 minutos seguido por cuarenta ciclos a las dos siguientes temperaturas: 95 °C 
durante 5 segundos seguido por 60 °C durante 5 segundos. Los datos se leen usando un sistema de imágenes 
ópticas CFX96 (Bio-Rad). Para el ensayo basado en gel, cada reacción se prepara añadiendo los siguientes 
reactivos: 12,5 µl/reacción de AmpliTaq Gold Mastermix 2X (Applied Biosystems, n.º cat 4302758), 8,0 µl/reacción 
de agua tratada con DEPC, 1,25 µl/reacción del cebador directo (GTA CTA TGA ATT TCC AAA CGA TCT TCC TTT 5 
CG: SEQ ID NO:9) a una concentración 10 µM, 1,25 µl/reacción del cebador inverso (TTA CAC CAA ATC TGG GAC 
TCT AAA CAG GC: SEQ ID NO:10) a una concentración 10 µM, y 2 µl/reacción de ADN extraído. La reacción se 
realiza en un termociclador T100 (BioRad) para un ciclo a 95 °C durante 5 minutos seguido por cuarenta ciclos a las 
siguientes temperaturas: 95 °C durante 30 segundos, 60 °C durante 30 segundos y 72 °C durante 45 segundos 
seguido por una extensión final a 72 °C durante 10 minutos. 10 
 
Ejemplo 10: Evaluación de la eficacia de la vacuna contra PPV5A en cerdos 
 
Para evaluar la eficacia de la composición de materia que comprende al menos una proteína o polipéptido de PPV5A 
(vacuna contra PPV5A prototipo) en cerdos, se realiza un estudio aleatorizado usando animales de cinco semanas 15 
de edad obtenidos por cesárea privados de calostro (CDCD) asignados aleatoriamente a tres grupos (véase la tabla 
2). Los animales se vacunan con una composición o con un placebo (solución salina tamponada con fosfato; PBS) 
en el día 0 del estudio (D0) y D14. Los animales se exponen en D28 con material que sabe que contiene PPV5A. Se 
controlan las observaciones clínicas, las temperaturas rectales, las mediciones del peso y la recogida de sangre. En 
D56, se hace la necropsia de los animales para evaluar las lesiones macroscópicas. Se determina la eficacia de la 20 
vacuna contra PPV5A por comparación estadística del porcentaje de mortalidad, la viremia (títulos y duración), la 
seroconversión (títulos y duración) y los signos clínicos entre animales vacunados y no vacunados. 
 

Tabla 2. 
N.º de grupo Grupo N Sala Vacunación Exposición 

1 PPV5A-Vx 10 1 y 2 PPV5A prototipo Sí 

2 PBS-Vx 10 1 y 2 PBS Sí 

3 Control estricto 5 3 Ninguna N.º 
 25 
Todas las composiciones y métodos divulgados y reivindicados en este documento pueden hacerse y ejecutarse sin 
experimentación excesiva a la luz de la presente divulgación. Aunque las composiciones y métodos de esta 
invención se han descrito en términos de realizaciones preferidas, será evidente para los expertos en la materia que 
pueden aplicarse variaciones a las composiciones y métodos y en las etapas o en la secuencia de las etapas del 
método descrito en este documento sin alejarse del alcance de la invención. Más específicamente, será evidente 30 
que determinados agentes que están tanto química como fisiológicamente relacionados pueden sustituirse en el 
lugar de los agentes descritos en este documento mientras se consigan resultados iguales o similares. Todos estos 
sustitutos similares y modificaciones evidentes para los expertos en la materia se consideran dentro del alcance de 
la invención definida por las siguientes reivindicaciones. 
 35 
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<210> 6 
<211> 20 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<221> fuente 
<223> /nota="Descripción de secuencia artificial: Cebador sintético" 10 
 
<400> 6 
aatgcgtgtg cttacgctta  20 
 
<210> 7 15 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
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<220> 
<221> fuente 
<223> /nota="Descripción de secuencia artificial: Cebador sintético" 
 
<400> 7 5 
tgggttcgaa tatgaagagg  20 
 
<210> 8 
<211> 26 
<212> ADN 10 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<221> fuente 
<223> /nota="Descripción de secuencia artificial: Cebador sintético" 15 
 
<400> 8 
tcatcaggaa ccctggagtg atctca 26 
 
<210> 9 20 
<211> 32 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 25 
<221> fuente 
<223> /nota="Descripción de secuencia artificial: Cebador sintético" 
 
<400> 9 
gtactatgaa tttccaaacg atcttccttt cg  32 30 
 
<210> 10 
<211> 29 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 35 
 
<220> 
<221> fuente 
<223> /nota="Descripción de secuencia artificial: Cebador sintético" 
 40 
<400> 10 
ttacaccaaa tctgggactc taaacaggc  29 
 
<210> 11 
<211> 495 45 
<212> PRT 
<213> Parvovirus porcino 4 
 
<400> 11 
 50 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Un polinucleótido aislado, que comprende un polinucleótido 
 

a) que tiene la secuencia de ácidos nucleicos de la SEQ ID NO:1; 5 
b) que tiene una secuenciación de ácido nucleico que codifica 
 

- un polipéptido de la SEQ ID NO:2, 
- un polipéptido de la SEQ ID NO:3, o 
- el polipéptido de la cápside que está codificado por un polinucleótido que comprende la secuencia de 10 
nucleótidos 2845-5547 de la SEQ ID NO:1; o 

 
c) que tiene una secuencia de ácido nucleico al menos un 80 % idéntica a la SEQ ID NO:1, que codifica un 
polipéptido que tiene una actividad biológica o inmunológicamente eficaz de un polipéptido de la SEQ ID NO:2 o 
SEQ ID NO:3 o del polipéptido de la cápside que está codificado por un polinucleótido que comprende la 15 
secuencia de nucleótidos 2845-5547 de la SEQ ID NO:1. 

 
2. Un polipéptido aislado, que comprende un polipéptido 
 

a) que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO:2 o SEQ ID NO:3, o el polipéptido de la cápside que 20 
está codificado por un polinucleótido que comprende la secuencia de nucleótidos 2845-5547 de la SEQ ID NO:1; 
o 
b) que tiene una secuencia de aminoácidos al menos un 80 % idéntica a la SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, o a una 
secuencia del polipéptido de la cápside que está codificado por un polinucleótido que comprende la secuencia de 
nucleótidos 2845-5547 de la SEQ ID NO:1, y que tiene una actividad biológica o inmunológicamente eficaz de un 25 
polipéptido codificado por la SEQ ID NO:2 o SEQ ID NO:3 o del polipéptido de la cápside que está codificado por 
un polinucleótido que comprende la secuencia de nucleótidos 2845-5547 de la SEQ ID NO:1. 

 
3. Un parvovirus porcino aislado (PPV5A), que comprende 
 30 

a) una secuencia de ácido nucleico de la SEQ ID NO:1, o 
b) una secuencia de ácido nucleico al menos un 80 % idéntica a la SEQ ID NO:1, que codifica un polipéptido que 
tiene una actividad biológica o inmunológicamente eficaz de un polipéptido de la SEQ ID NO:2 o SEQ ID NO:3 o 
del polipéptido de la cápside que está codificado por un polinucleótido que comprende la secuencia de 
nucleótidos 2845-5547 de la SEQ ID NO:1. 35 

 
4. El PPV5A de la reivindicación 3, en el que dicho PPV5A es una forma no virulenta atenuada de un PPV5A. 
 
5. Una vacuna para prevenir una infección por un PPV5A virulento, que comprende una forma inactivada o atenuada 
de un PPV5A de una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 4. 40 
 
6. Una vacuna para prevenir una infección por un PPV5A virulento, que comprende una subunidad de una forma 
inactivada o atenuada de un PPV5A de una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 4, en la que la subunidad es una 
proteína de la cápside, en la que dicha proteína de la cápside es un polipéptido que está codificado por un 
polinucleótido que comprende la secuencia de nucleótidos 2845-5547 de la SEQ ID NO:1. 45 
 
7. El PPV5A de una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 4 para su uso en un método de generación de una 
respuesta inmunitaria profiláctica en un mamífero, en el que dicho método comprende administrar una cantidad 
inmunológicamente eficaz del PPV5A. 
 50 
8. El polipéptido de la reivindicación 2 para su uso en un método de generación de una respuesta inmunitaria 
profiláctica en un mamífero, en el que dicho método comprende administrar una cantidad inmunológicamente eficaz 
del polipéptido. 
 
9. La vacuna de la reivindicación 5 para su uso en un método de generación de una respuesta inmunitaria 55 
profiláctica en un mamífero, en la que dicho método comprende administrar una cantidad inmunológicamente eficaz 
de la vacuna. 
 
10. El polipéptido para el uso de la reivindicación 8, el PPV5A para el uso de la reivindicación 7 o la vacuna para el 
uso de la reivindicación 9, en el que el mamífero es un cerdo, y la respuesta inmunitaria proporciona inmunidad 60 
protectora contra infección por PPV5A. 
 
11. Un anticuerpo aislado que se une específicamente a un polipéptido de PPV5A codificado por un polinucleótido 
de PPV5A que tiene una secuencia de la SEQ ID NO:1, teniendo dicho polipéptido una secuencia de aminoácidos 
de la SEQ ID NO:2 o SEQ ID NO:3 o del polinucleótido que comprende la secuencia de nucleótidos 2845-5547 de la 65 
SEQ ID NO:1, y en el que dicho anticuerpo no se une a un polipéptido codificado por un parvovirus diferente. 
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12. Un método de identificación de la presencia de PPV5A en una muestra biológica, que comprende 
 

a) poner en contacto la muestra biológica con el anticuerpo de la reivindicación 11, 
b) detectar la formación de un complejo entre el anticuerpo y un polipéptido de PPV5A, 

 5 
en el que la presencia de dicho complejo indica la presencia de PPV5A en la muestra biológica. 
 
13. Un vector o plásmido que comprende un polinucleótido de la reivindicación 1. 
 
14. Una célula hospedadora que comprende un vector de la reivindicación 13. 10 
 
15. Un hibridoma que expresa un anticuerpo de la reivindicación 11. 
 
16. Un kit de diagnóstico para identificar la presencia de PPV5A en una muestra biológica, que comprende 
 15 

a) un anticuerpo de la reivindicación 11, y 
b) reactivos para detectar la formación de un complejo entre el anticuerpo y un polipéptido de PPV5A. 

 
17. Un kit inmunogénico, que comprende 
 20 

a) al menos un péptido de PPV5A inmunógeno como se define en la reivindicación 2 que es eficaz para 
inmunizar a un animal contra al menos una enfermedad asociada a con infección por PPV5A; 
b) al menos un vehículo o molécula adyuvante; 
c) un recipiente para envasar la composición inmunógena; 
d) un conjunto de instrucciones impresas; y 25 
e) un dosificador que puede administrar la composición inmunógena a un animal, y en el que dicho kit 
inmunogénico opcionalmente comprende además al menos una proteína inmunógena que es eficaz para 
inmunizar a dicho animal contra al menos otro virus patógeno porcino o bacteria que causa una enfermedad 
asociada con una infección con dicho o bacteria. 
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