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DESCRIPCION
Nueva cepa del PRRSV europea
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a una cepa atenuada viva de un virus del sindrome reproductor y respiratorio
porcino (PRRSV) europeo, a métodos para la produccion de tales cepas, a vacunas basadas en ellas y a métodos
para la produccion de tales vacunas y el uso de las mismas en el tratamiento de cerdos.

Antecedentes de la invencion

El sindrome reproductor y respiratorio porcino (PRRS) es considerado por muchos como la enfermedad mas
importante que actualmente afecta la industria del cerdo mundialmente. El sindrome se describié por primera vez en
1987 en los Estados Unidos como la “enfermedad misteriosa del cerdo” y rapidamente se propagd a lo largo del
globo. Produce graves pérdidas de reproduccion, esta asociado al aumento de la mortalidad debido a infecciones
secundarias y esta ligada a una conversion de alimentos reducida y a un aumento de peso diario promedio.
Desafortunadamente, ha demostrado ser dificil el control del virus que produce el PRRS.

El virus PRRS (PRRSV) es un virus de ARN monocatenario envuelto clasificado en la familia Arteriviridae
(Cavanaugh, 1997). Produce una extendida enfermedad en el cerdo que se describid por primera vez como
'enfermedad misteriosa del cerdo' en EE.UU. en 1987 (Hill, 1990). La enfermedad se manifiesta como enfermedad
respiratoria en todos los grupos de edad de cerdos que conduce a muerte en algunos cerdos jovenes y a problemas
reproductivos graves en hembras en edad de reproduccion.

La transmision del PRRSV puede producirse, y frecuentemente se produce, por contacto directo entre cerdos
infectados y susceptibles. La transmisién también puede producirse a distancias muy cortas por aire o por semen.
Una vez infectado, el virus puede permanecer en la sangre de adultos durante aproximadamente dos semanas, y en
cerdos infectados durante uno a dos meses o mas. Los verracos infectados puede emitir el virus en el semen
durante mas de 100 dias. Este largo periodo de viremia aumenta significativamente la posibilidad de transmision.
Ademas, el virus PRRS puede atravesar la placenta durante el ultimo tercio del periodo de gestacion para infectar
lechones en el Utero y causar lechones nacidos muertos o nacidos débiles.

Todos los tipos y tamarios de piaras, que incluyen aquellas con alto estado de salud o estado de salud ordinario o de
unidades tanto interiores como exteriores, pueden infectarse por el virus PRRS. Las piaras infectadas pueden
experimentar grandes pérdidas de reproductividad, ademas de niveles elevados de neumonia después del
destetamiento con escaso crecimiento. La fase reproductiva normalmente dura dos a tres meses; sin embargo, los
problemas después del destetamiento frecuentemente se vuelven endémicos. La enfermedad reproductiva se
caracteriza por un brote de abortos que afecta tanto a cerdas como a cerdas jovenes en el ultimo término de
gestacion. Los partos prematuros se producen aproximadamente a los 109 y 112 dias de gestacion. El nimero de
lechones nacidos muertos y nacidos débiles aumenta y se produce un aumento considerable en la mortalidad antes
del destetamiento.

La fase respiratoria tradicionalmente se ha observado en el criadero, especialmente en criaderos de flujo continuo.
Sin embargo, los problemas respiratorios producidos por el virus PRRS también pueden verse en el cebador como
parte del complejo respiratorio de enfermedad porcina (PRDC). Puede producirse una reduccién en la velocidad de
crecimiento, un aumento en el porcentaje de cerdos invendibles y un aumento de la mortalidad después del
destetamiento. Los hallazgos de diagnostico indican altos niveles de neumonia que se asocian al virus PRRS junto
con una amplia variedad de otros agentes microbianos comunmente considerados agentes infecciosos secundarios.
Las cepas aisladas bacterianas pueden incluir Streptococcus suis, Haemophilus suis, Actinobacillus
pleuropneumoniae, Actinobacillus suis, Mycoplasma hyopneumoniae y Pasteurella multocida, entre otros. Los
agentes viricos comunmente implicados incluyen virus de la gripe porcina y coronavirus respiratorio porcino. Los
cerdos afectados raramente responden a altos niveles de medicacion, y los sistemas todo dentro/todo fuera han
fracasado en controlar la enfermedad.

El virus PRRSV existe como dos genotipos denominados en lo sucesivo tipo “US” y “EU” que comparten
aproximadamente 50% de homologia de secuencias (Dea S y col. (2000). Arch Virol 145:659-88). Estos dos
genotipos también pueden distinguirse por sus propiedades inmunolégicas. La mayoria de la informacién de la
secuenciacion de diversas cepas aisladas se basa en las proteinas estructurales, concretamente la proteina de la
envuelta GP5 que explica sélo aproximadamente 4% del genoma virico, aunque se sabe poco de las proteinas no
estructurales (nsp). Se han descrito el aislamiento del PRRSV vy la preparacion de vacunas en varias publicaciones
(documentos WO 92/21375, WO 93/06211, WO093/03760, WO 93/07898, WO 96/36356, EP 0 676 467, EP 0 732
340, EP 0 835 930).

La vacunacion es el método clave para aliviar la carga de PRRS ya que los cerdos que se recuperan de una
infeccion del PRRS desarrollaran una respuesta inmunitaria que bajo circunstancias normales los protegera de ser
infectados de nuevo por la misma cepa del virus. Sin embargo, el virus PRRS tiene la capacidad de cambiar (por
mutacion o recombinacion); y, por tanto, pueden producirse nuevas cepas viricas. En tales casos, la proteccion
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cruzada entre cepas puede no existir, y pueden observarse nuevos brotes en granjas que habian sido infectadas
previamente. Por tanto, existe una necesidad continua de vacunas adicionales.

Breve sumario de la invenciéon

La presente invencion se refiere a composiciones de vacunas contra el PRRS vivas modificadas mejoradas de
genotipo europeo y a composiciones que comprenden nuevas cepas del PRRSV que puedan usarse para la
preparacion de tales vacunas. En particular, la invencion proporciona cepas del virus PRRS mejoradas que se han
depositado en la Coleccion europea de cultivos celulares (ECACC) con los numeros de acceso ECACC 11012501 y
ECACC 11012502, cada una depositada el 25 de enero de 2011 segun las disposiciones del Tratado de Budapest, o
cualquier descendente o progenie de una de las cepas anteriormente mencionadas.

En realizaciones particulares, la presente invencion describe una composicién que comprende un virus del sindrome
reproductor y respiratorio porcino (PRRSV) de un tipo europeo, que es de la cepa depositada en la Coleccion
europea de cultivos celulares (ECACC) con el numero de acceso ECACC 11012501 o el numero de acceso ECACC
11012502.

El PRRSV se caracteriza porque el virus se atenta pasandolo al menos 36 veces por cultivo celular de forma que
cuando el virus modificado se administre a un cerdo u otro mamifero propenso al PRRSV fracase en producir signos
clinicos de enfermedad por PRRSV, pero pueda inducir una respuesta inmunitaria que inmunice al mamifero contra
formas patogenas del PRRSV.

También se contempla, en un aspecto de referencia, un método para la preparacién del PRRSV atenuado vivo
depositado en la Coleccion Europea de Cultivos Celulares (ECACC) con el nimero de acceso ECACC 11012502 o
una forma atenuada de una cepa parental depositada con el nimero de acceso ECACC 11012501 que comprende
adaptar un PRRSYV cultivado con MA 104 de un tipo europeo a células de mamifero no MA 104.

Otro aspecto de la invencién contempla una composicion de vacuna para la proteccion de cerdos contra la infeccion
por PRRSV que comprende el PRRSV atenuado vivo depositado en la Coleccion europea de cultivos celulares
(ECACC) con el numero de acceso ECACC 11012502 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Una vacuna tal
puede comprender ventajosamente ademas uno o mas patdégenos atenuados o inactivados no PRRSV o material
antigénico del mismo. Por ejemplo, los patégenos no PRRSV pueden seleccionarse de virus de la seudorrabia, virus
de la gripe porcina, parvovirus porcino, virus de la gastroenteritis transmisible, Escherichia coli, Erysipelas
rhusiopathiae, Bordetella bronchiseptica, Salmonella choleraesuis, Haemophilus parasuis, Pasteurella multocida,
Streptococcus suis, Mycoplasma hyopneumoniae y Actinobacillus pleuropneumoniae.virus PRRS

Se contempla que la composiciéon de vacuna pueda comprender un vehiculo que es adecuado para administracion
intradérmica o intramuscular. En algunas realizaciones, la vacuna esta en forma liofilizada. En realizaciones
especificas, la vacuna comprende al menos aproximadamente 107 particulas viricas.

También se contempla un método de inmunizacion de cerdos contra el sindrome reproductor y respiratorio porcino
(PRRS), método que comprende la etapa de administrar a un cerdo una composicién de vacuna que incluye un virus
vivo del sindrome reproductor y respiratorio porcino mezclado con un agente de vehiculo farmacoldgicamente
compatible, comprendiendo el virus el virus PRRSV 94881 pasado al menos 36 veces por cultivo celular para
modificar el virus de forma que cuando el virus modificado se administre a un cerdo u otro mamifero propenso al
PRRS fracase en producir signos clinicos de enfermedad de PRRS, pero pueda inducir una respuesta inmunitaria
que inmunice al mamifero contra formas patégenas del PRRS.

En algunas realizaciones, el método se realiza, no presentando el cerdo lesiones pulmonares después de la
vacunacion. En otras realizaciones, el cerdo presenta menos lesiones pulmonares después de la vacunacién con
respecto a la vacunacioén con la vacuna Porcilis.virus PRRS

También se contempla virus PRRSuna composicién que comprende una proteina que tiene la secuencia de SEQ ID
NO:7 o las proteinas que tienen las secuenciasvirus PRRS SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID
NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8 y SEQ ID NO:9.

También se contempla un acido nucleico aislado que comprende la secuencia de SEQ ID NO:24 o las secuencias de
SEQ ID NO:19; SEQ ID NO:20; SEQ ID NO:21; SEQ ID NO:22; SEQ ID NO:23; SEQ ID NO:24; SEQ ID NO:25; y
SEQ ID NO:26.

La invencién se refiere ademas a un vector de expresion recombinante que comprende una secuencia de acido
nucleico que codifica el ORF de PRRSV de SEQ ID NO:7 operativamente unida a un promotor o los ORF de PRRSV
de SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:8, y SEQ ID
NO:9operativamente unida a un promotor. En algunas realizaciones, la secuencia de acido nucleico que codifica
dicho ORF es SEQ ID NO:24 o dicha secuencia de acido nucleico que codifica dichos ORF comprende SEQ ID
NO:19; SEQ ID NO:20; SEQ ID NO:21; SEQ ID NO:22; SEQ ID NO:23; SEQ ID NO:24; SEQ ID NO:25; y SEQ ID
NO:26.
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Breve descripcion de varias vistas de los dibujos

Figura 1A: Observacion clinica de la puntuacion de tos en el modelo de exposicion respiratoria usando la cepa de
exposicion europea.

Figura 1B: Observacion clinica de la puntuacién clinica total en el modelo de exposicién respiratoria usando una
cepa de exposicién europea.

Figura 2: Mediciones de temperatura rectal en el modelo de exposicion respiratoria usando una cepa de exposicion
europea.

Figura 3: Mediciones del aumento de peso diario promedio en el modelo de exposicion respiratoria usando una cepa
de exposicion europea.

Figura 4: Viremia del PRRS como se indica por PCR cuantitativa en el modelo de exposicién respiratoria usando una
cepa de exposicion europea.

Figura 5: Serologia del PRRS como se indica por ELISA en el modelo de exposicién respiratoria usando una cepa
de exposicion europea.

Figura 6: Examen macroscépico de lesiones pulmonares en el modelo de exposicion respiratoria usando una cepa
de exposicion europea.

Figura 7A-C: Mediciones de histopatologia. La Figura 7A muestra lesiones pulmonares macroscopicas medias; la
Figura 7B muestra la histopatologia de animal de control; la Figura 7B muestra la histopatologia de animales
infectados por PRRS.

Figura 8: Muestra los resultados de PCR-RT en tiempo real que representan el % de viremia en animales vacunados
con PRRSV 94881 EU PRRS 94881.

Figura 9: Proceso simultaneo para la produccion a gran escala de PRRSV 94881 EU PRRS 94881.
Descripcion detallada de la invenciéon

La presente invencién proporciona métodos para tratar o reducir la gravedad de la infeccién por el virus del sindrome
reproductor y respiratorio porcino (PRRSV), ademas de métodos para prevenir la infeccion por PRRSV.
Generalmente, el método es para tratar o reducir la gravedad de o la incidencia de la infeccion por el virus del
sindrome reproductor y respiratorio porcino (PRRSV). “Tratar o reducir la gravedad de o la incidencia de” se refiere a
una reduccion en la gravedad de los signos clinicos, sintomas y/o signos patolégicos normalmente asociados a la
infeccion, hasta e incluyendo la prevencion de cualquier signo o sintoma tal. “Signos patolégicos” se refiere a la
prueba de infeccion que se encuentra microscopicamente o durante autopsia (por ejemplo, lesiones pulmonares).

El método generalmente incluye la etapa de administrar una cantidad terapéutica de un antigeno del PRRSV a un
cerdo de una edad definida o intervalo de edad. Por ejemplo, en un aspecto de la invencién, una cantidad
terapéutica de un antigeno del PRRSV puede administrarse a un lechén de aproximadamente tres semanas de edad
o mas joven, y diferentes cantidades terapéuticas del antigeno pueden administrarse a un cerdo entre
aproximadamente 3 semanas de edad y 4 semanas de edad. Similarmente, una cantidad terapéutica incluso
diferente podria administrarse a un cerdo entre aproximadamente cuatro semanas y dieciséis semanas de edad (o
cualquier edad dentro de este intervalo, por ejemplo, cinco semanas a seis semanas de edad, nueve semanas a
quince semanas de edad, siete semanas a diez semanas de edad, etc.), o a cerdos de mas de dieciséis semanas,
tales como una cerda adulta.

En realizaciones especificas, la presente invencién se refiere a una composicién que comprende una cepa del
PRRSV atipica atenuada y a vacunas vivas modificadas mejoradas correspondientes que confieren inmunidad eficaz
a esta cepa del PRRSYV tipica recientemente descubierta. “Inmunidad eficaz” se refiere a la capacidad de una
vacuna para prevenir infecciones por PRRSV en cerdos, que incluye infecciones por PRRSV atipicas, que producen
signos clinicos sustanciales de la enfermedad. Debe entenderse que los cerdos inmunizados pueden o pueden no
ser serolégicamente positivos para PRRSV, pero los cerdos no presentan ningun sintoma clinico sustancial.

En formas preferidas, la composicion de vacuna de la invencién incluye un virus vivo del PRRS de tipo europeo vivo
que se ha atenuado en virulencia. Se ha mostrado que el virus atenuado resultante es avirulento en estudios en
animales huésped controlados expuestos y confiere inmunidad eficaz. Esta cepa particular de PRRS EU no es tan
virulenta como otras y de ahi que sea una opcion atractiva como candidato a vacuna. La cepa parental PRRSV
94881 no produce enfermedad de PRRS atipica grave en la cerda prefiada ni lesiones pulmonares graves en cerdos
jovenes. Esta cepa se aisld inicialmente en Renania del Norte-Westfalia, Alemania, de un lechén de 3 semanas de
edad con trastorno respiratorio grave. La cepa se atenud posteriormente mediante pase continuo por células MA
104. La cepa atenuada fue depositada por Bioscreen GmbH, Mendelstrasse 11, 48149, Muenster, Alemania en la
Coleccion Europea de Cultivos Celulares (ECACC), Porton Down, Salisbury, Wiltshire, SP4 0JG, Gran Bretafia, el 25
de enero de 2011 y se le concedid el n® de acceso 11012502. Este virus atenuado es un virus de siembra maestro
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(MSV) preferido que posteriormente se ha sometido a pases y se ha desarrollado como una vacuna eficaz contra el
PRRSV. La cepa parental virulenta denominada 94881 también fue depositada segun el Tratado de Budapest por
Bioscreen GmbH, Mendelstrasse 11, 48149, Muenster, Alemania en la Colecciéon Europea de Cultivos Celulares
(ECACC), Porton Down, Salisbury, Wiltshire, SP4 0JG, Gran Bretafa, el 25 de enero de 2011 y se le concedi6 el n®
de acceso 11012501.

En ciertas realizaciones a modo de ejemplo, la composicidon de vacuna contra el virus vivo modificado se probo a
una dosificacion de 1 ml para cerdos y 2 ml para cerdas por inyeccion intramuscular y se mostré que era eficaz en la
produccién de inmunidad protectora.

El pase del virus hasta la atenuacion se llevo a cabo usando métodos de virologia clasica. Especificamente, la cepa
aislada parental PRRSV 94881 se atenud in vitro mediante pases continuos por células MA 104 para lograr un pase
maximo de 108 pases después del aislamiento inicial. Brevemente, el material se pasé aproximadamente 1 a 2
pases por semana durante un total de 108 pases en matraces T de 25 cm? o T de 75 cm?. Los cultivos de células
MA 104 confluentes con aproximadamente 12 - 30 ml de medio esencial minimo (MEM) complementado con 6% de
suero bovino fetal (SBF) se inocularon con 100 a 300 pl del virus. Los cultivos se incubaron durante 3 - 7 dias en una
estufa de incubacion de camara humidificada a 37°C con 4 - 6% de CO,. Una vez los cultivos alcanzaron > 25% del
efecto citopatico (CPE), el matraz se recogié extrayendo el sobrenadante. Una parte del sobrenadante se pasé a un
nuevo matraz y 2 ml de la cosecha se tomaron en alicuotas para el almacenamiento a -60°C a -80°C.

El experto usando técnicas convencionales en la materia podra determinar la secuencia de acidos nucleicos
subyacentes del virus atenuado que se depositd en ECACC con el n° de acceso 11012502. virus PRRSLa secuencia
mostrada en SEQ ID NO:1 es la secuencia de longitud completa del MSV PRRSV 94881 atenuado y tiene una
secuencia de longitud completa de 14843 pb. Los ORF 1 a 7 se han anotado para esta secuencia del siguiente
modo:

Numero de ORF CDS en SEQ ID NO:1 Proteina codificada
ORF1a 178 a 7227 SEQ ID NO:2
ORF1b 7209 a 11600 SEQ ID NO:3
ORF2 11611 a 12360 SEQ ID NO:4
ORF3 12219 a 13016 SEQ ID NO:5
ORF4 12761 a 13312 SEQ ID NO:6
ORF5 13309 a 13914 SEQ ID NO:7
ORF6 13902 a 14423 SEQ ID NO:8
ORF7 14413 a 14799 SEQ ID NO:9

La secuencia mostrada en SEQ ID NO:10 es la secuencia de longitud completa de la cepa PRRSV 94881 parental,
pase 5, y tiene una secuencia de longitud completa de 14843 pb. Los ORF 1 a 7 se han anotado para esta
secuencia del siguiente modo:

Numero de ORF CDS en SEQ ID NO:10 Proteina codificada
ORF1a 178 a 7227 SEQ ID NO:11
ORF1b 7209 a 11600 SEQ ID NO:12
ORF2 11611 a 12360 SEQ ID NO:13
ORF3 12219 a 13016 SEQ ID NO:14
ORF4 12761 a 13312 SEQ ID NO:15
ORF5 13309 a 13914 SEQ ID NO:16
ORF6 13902 a 14423 SEQ ID NO:17
ORF7 14413 a 14799 SEQ ID NO:18

Con el aislamiento de esta nueva cepa del virus PRRS europeo atenuado es posible producir vacunas contra el
PRRS mejoradas que contienen una cepa del PRRS mas reciente que refleja cepas del PRRS virulentas
actualmente encontradas en el campo. En particular, el nuevo virus PRRS europeo atenuado puede usarse para
preparar vacunas vivas modificadas (MLV). Una vacuna viva modificada se caracteriza porque contiene virus vivos
que pueden replicarse en cerdos, pero no ejercen la enfermedad del PRRS clinica. Ademas, tras la administracion
induce una respuesta inmunoldgica en cerdos que generalmente conduce a un grado significativo de proteccion
contra la posterior infeccion por el virus PRRS patdégeno. El virus que muestra tales caracteristicas se llama
normalmente virus atenuado. Ademas, la presente invencién proporciona detalles de las secuencias de los ORF de
tanto las cepas parentales como las atenuadas del PRRSV 94881. Por tanto, se contempla que el experto pueda
emplear las secuencias de uno cualquiera o mas de los ORF mostrados en la presente memoria en una vacuna de
subunidad.

Como se ha observado anteriormente, en general, la atenuacion del virus puede generarse a partir de cepas
aisladas de virus patégenos por pases repetidos por células huésped adecuadas que son permisibles al virus hasta
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que el virus muestra las propiedades deseadas (documentos WO 92/21375, WO 93/06211, W093/03760, WO
93/07898, WO 96/36356, EP 0 676 467, EP 0 732 340, EP 0 835 930). Alternativamente, puede generarse por
remanipulacion genética mediante el uso de un clon infeccioso, normalmente un transcrito de ADN complementario
de longitud completa del genoma virico (documentos WO 98/18933, EP 1 018 557, WO 03/062407, Nielsen y col., J
Virol 2003, 77:3702-371 1). En una realizacion preferida, la presente invencion se refiere a una composicion que
comprende virus PRRS atenuado del genotipo europeo 94481 que se atenua a partir de un virus parental que se
deposité en ECACC con el n® de acceso 11012501. Una composiciéon preferida comprende el virus atenuado de la
presente invencion que se deposité en ECACC con el n° de acceso 11012502. virus PRRSLas cepas de la invencién
también pueden modificarse adicionalmente para conferir adicionalmente propiedades deseables a las mismas. Esto
puede lograrse por propagacion clasica y técnicas de seleccién como la propagacion continuada en células huésped
adecuadas para extender el fenotipo atenuado. Alternativamente, las cepas pueden modificarse genéticamente por
mutacién dirigida de la secuencia de acidos nucleicos del genoma de estas cepas por técnicas de ingenieria
genética adecuadas. El genoma del PRRSV se secuencioé completamente o parcialmente (Conzelmann y col., 1993;
Meulenberg y col., 1993a, Murtaugh y col., 1995) y codifica, ademas de la ARN polimerasa dependiente de ARN
(ORF 1a y 1b), seis proteinas estructurales de las que cuatro glucoproteinas de la envuelta se llamaron GP2
(ORF2), GP3 (ORF3), GP4 (ORF4) y GP5 (ORF5), una proteina M de la membrana no glicosilada (ORF6) y la
proteina N de la nucleocapside (ORF7) (Meulenberg y col. 1995, 1996; van Nieuwstadt y col., 1996). La
caracterizacion inmunolodgica y la secuenciacion de nucledtidos de las cepas del PRRSV europeo y US han
identificado diferencias antigénicas menores dentro de las cepas del PRRSV localizadas en las proteinas viricas
estructurales (Nelson y col., 1993; Wensvoort y col., 1992; Murtaugh y col., 1995). El MSV PRRSV 94881 de la
presente invencion se ha comparado con la cepa del virus de referencia europeo el virus de Lelystad (LV), que
reveld homologias de nucledtidos que oscilan de 85,40 a 95,09 por ciento en los 8 genes viricos diferentes e
identidades de aminoacidos de 86,39 a 97,27 por ciento entre ambas cepas de virus. Pudieron identificarse dos
deleciones en el ORF 1a del MSV 94881 en comparacion con LV. Por ejemplo, ORF1a del MSV 94881 tiene 85,40%
de homologia de nucleétidos con el virus de Lelystad que produce una identidad de aminoacidos de 86,39%; ORF1b
del MSV 94881 tiene 92,12% de homologia de nucledtidos con el virus de Lelystad que produce un identidad de
aminoacidos de 97,27%; ORF2 del MSV 94881 tiene 91,07% de homologia de nucledtidos con el virus de Lelystad
que produce un identidad de aminoacidos de 90,76%; ORF3 del MSV 94881 tiene 90,98% de homologia de
nucledtidos con el virus de Lelystad que produce un identidad de aminoacidos de 89,43%; ORF4 del MSV 94881
tiene 90,58% de homologia de nucledtidos con el virus de Lelystad que produce un identidad de aminoacidos de
87,43%; ORF5 del MSV 94881 tiene 90,43% de homologia de nucledtidos con el virus de Lelystad que produce un
identidad de aminoacidos de 88,56%; ORF6 del MSV 94881 tiene 95,02% de homologia de nucledtidos con el virus
de Lelystad que produce un identidad de aminoacidos de 97,11%; ORF7 del MSV 94881 tiene 95,09% de homologia
de nucledtidos con el virus de Lelystad que produce un identidad de aminoacidos de 92,97%.virus PRRSvirus
PRRSvirus PRRSvirus PRRS

Las técnicas recombinantes para preparar secuencias modificadas son muy conocidas para aquellos expertos en la
materia y normalmente emplean la construccion de copias de ADN complementario de longitud completa (clones
infecciosos) del genoma virico que luego pueden modificarse por recombinacion de ADN y métodos de manipulacion
(como mutagénesis dirigida a sitio, etc.). De esta forma puede modificarse, por ejemplo, sitios antigénicos o
propiedades enzimaticas de proteinas viricas. En la bibliografia se ha informado de clones infecciosos de cepas del
virus PRRS de genotipo europeo y norteamericano.

Las cepas del virus PRRS de la presente invencion son adecuadas para vacunas de la invencién, pueden cultivarse
y recogerse por métodos conocidos en la técnica, por ejemplo, propagandose en células huésped adecuadas como
la linea celular simia MA-104, células Vero o macroéfagos alveolares porcinos. EI PRRSV crece preferencialmente en
macrofagos alveolares de los pulmones (Wensvoort y col., 1991). También son susceptibles al virus algunas lineas
celulares tales como CL2621 y otras lineas celulares clonadas de la linea celular de rifion de mono MA-104 (Benfield
y col., 1992; Collins y col., 1992; Kim y col., 1993).

Preferentemente, las composiciones de vacunas segun la presente invencién comprenden una o mas de estas
cepas vivas en un vehiculo adecuado, pero los virus inactivados también pueden usarse para preparar vacuna
elaborada con microbios muertos (KV). Las composiciones MLV se formulan normalmente para permitir la
administracion de 10" a 107 particulas viricas por dosis, preferentemente 10% a 10° particulas por dosis, mas
preferentemente 10* a 10° particulas por dosis (4,0-5,0 logso TCIDso). Las composiciones KV puede formularse
basandose en un titulo de pre-inactivacion de 10% a 10" particulas viricas por dosis. Las composiciones puede
comprender un vehiculo farmacéuticamente aceptable, por ejemplo, una disolucion salina fisioldgica.

Los cerdos pueden infectarse por el PRRSV por una via buconasal. El virus en los pulmones se recoge por
macrofagos alveolares de los pulmones y en estas células la replicacion del PRRSV se completa en el plazo de 9
horas. EI PRRSV se desplaza de los pulmones a los ganglios linfaticos de los pulmones en el plazo de 12 horas y a
los ganglios linfaticos periféricos, la médula 6sea y el bazo en el plazo de 3 dias. En estos sitios, solo algunas
células se tifien positivamente para el antigeno virico. El virus esta presente en la sangre durante al menos 21 dias y
frecuentemente mucho mas. Después de 7 dias, los anticuerpos para PRRSV se encuentran en la sangre. La
presencia combinada de virus y anticuerpo en cerdos infectados con PRRS muestra que la infeccion por el virus
puede persistir durante un largo tiempo, aunque a un bajo nivel, a pesar de la presencia del anticuerpo. Durante al
menos 7 semanas, la poblacién de células alveolares en los pulmones es diferente de pulmones de SPF normales.
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Una composicién de vacuna segun la presente invencion puede presentarse en forma de una preparacion liofilizada
del virus vivo, para reconstituirse con un disolvente, para producir una disolucién para inyeccion. El disolvente puede
ser, por ejemplo, agua, solucion salina fisiolégica o tampoén, o un disolvente con adyuvante. El disolvente puede
contener adyuvantes. La composicion de vacuna reconstituida puede entonces inyectarse a un cerdo, por ejemplo,
como una inyeccion intramuscular o intradérmica en el cuello. Para inyeccion intramuscular puede aplicarse un
volumen de 2 ml, para una inyeccion intradérmica es normalmente 0,2 ml. Por tanto, en otro aspecto, la presente
invencion es un producto de vacuna que comprende en recipientes separados una composicion liofilizada del virus y
un disolvente para reconstitucion y que opcionalmente contiene adicionalmente un prospecto o etiqueta que
comprende instrucciones de uso.

Una composicion de vacuna segun la presente invencién puede no sélo comprender la cepa anteriormente
mencionada, sino que puede incluir adicionalmente componentes activos contra el PRRS u otras enfermedades
viricas o bacterianas porcinas como el circovirus porcino o el virus de la fiebre porcina clasica. Por tanto, la invencion
se refiere ademas a una composicién de vacuna como se ha descrito, caracterizada porque contiene al menos otro
antigeno activo contra una enfermedad porcina que no es PRRS. Por ejemplo, tales otros antigenos pueden incluir
Mycoplasma hyopneumoniae, PCV2, SIV, H. parasuis, E. rhusiopathiae, S. suis, A. suis, Leptospira sp. Parvovirus y
similares. Ademas, la vacuna puede comprender ciertos adyuvantes farmacéuticamente o veterinariamente
aceptables. La invencion proporciona nuevas composiciones de vacuna, en particular vacunas contra el virus PRRS
que comprenden el PRRSV 94881 que comprenden ademas adyuvantes que potencian la eficacia de la vacuna de
forma que se observe una mejor respuesta clinica/resultado con la administracion de la combinacion del adyuvante y
la vacuna con respecto a la administracion de la vacuna sola. Por ejemplo, las composiciones de vacuna de la
invencion pueden comprender una vacuna contra el virus PRRSV 94881 y un adyuvante seleccionado del grupo que
consiste en MCP-1, a-tocoferol (por ejemplo, acetato de o-tocoferol, una version a modo de ejemplo que se
comercializa como Diluvac Forte®), fracciones de Haemophilus somnus, carbopol y combinaciones de los mismos.
En algunas realizaciones, la vacuna contra el virus que comprende la vacuna contra el virus PRRSV 94881 puede
ser una vacuna de subunidad recombinante o alternativamente puede ser una vacuna contra el virus vivo atenuado.
Una vacuna viva a modo de ejemplo que existe es la MLV del PRRS Ingelvac® y el PRRSV 94881 puede formularse
de un modo similar a la MLV del PRRS Ingelvac®.

Ademas de lo anterior, las composiciones de la invencién pueden contener otros componentes, en tanto que los
otros componentes no interfieran con los adyuvantes o la vacuna contra el virus subyacente. Tales otros
componentes incluyen, por ejemplo, aglutinantes, colorantes, desecantes, antisépticos, agentes humectantes,
estabilizadores, excipientes, adhesivos, plastificantes, agentes de pegajosidad, espesantes, materiales de parche,
bases para pomada, eliminadores de queratina, sustancias basicas, promotores de la absorcion, acidos grasos,
éster de acido graso, alcoholes superiores, tensioactivos, agua y agentes de tampon. Otros componentes preferidos
incluyen agentes de tampodn, bases para pomada, acidos grasos, antisépticos, sustancias basicas o tensioactivos.

El contenido o la cantidad de los adyuvantes usados en la invencién puede variar y puede determinarse
considerando, por ejemplo, las propiedades de la vacuna contra el virus PRRS que se usa, y la forma de
dosificacion. El adyuvante puede comprender, por ejemplo, 1 al 100% en peso. Las composiciones basadas en el
PRRSV 94881 de la invencion se producen mezclando juntos el componente de adyuvante y el componente de la
vacuna contra el virus, tanto solos como con diversos otros componentes. Las composiciones pueden ser de forma
que la vacuna contra el virus y el adyuvante se presenten como una formulacion o, alternativamente, el adyuvante y
la vacuna se presenten en formulaciones distintas que pueden administrarse simultaneamente o secuencialmente.

Por tanto, el componente de adyuvante de las composiciones de la invencidon puede administrarse por separado de
la vacuna contra el virus en la administracion a organismos. Alternativamente, el adyuvante segun la presente
invencion, junto con la vacuna contra el virus, pueden administrarse como una Unica composicion de vacuna. La
vacuna contra el virus puede ser cualquier vacuna contra el virus. Mas realizaciones especificas contemplan el uso
de una vacuna contra el virus PRRS que comprende el PRRSV 94881. Ademas, una vacuna tal puede combinarse
con otras vacunas tales como la MLV del PRRS Ingelvac® y/o Porcilis®. Esto es simplemente una vacuna de
combinacioén del virus PRRS a modo de ejemplo y faciimente pueden prepararse otras combinaciones de vacuna
tales.

Las composiciones descritas en la presente memoria son particularmente ventajosas en la induccion de la
producciéon de una respuesta de anticuerpo al virus PRRS. La administracion de las vacunas producira
preferentemente una reduccién de la gravedad de uno o mas sintomas clinicos, tales como lesiones pulmonares,
anorexia, decoloraciones de la piel, letargo, signos respiratorios, lechones momificados, tos, diarrea y
combinaciones de los mismos, que estan asociados a infeccion por PRRSV.

Por tanto, las composiciones potencian particularmente el resultado clinico en un animal enfermo con respecto al
resultado de la administracion de la vacuna contra el virus PRRS sola. En realizaciones especificas, el resultado
clinico potenciado es una reduccion del porcentaje de lesiones pulmonares de al menos 50% cuando se compara
con animales que no reciben la composicion inmunogénica en combinacion con dicho adyuvante. En otras
realizaciones, el resultado clinico potenciado es una reduccién de la viremia en animales de al menos 45% cuando
se compara con animales que no reciben la composicién inmunogénica en combinacién con dicho adyuvante.
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Por tanto, en un aspecto, la invencion se refiere a una composiciéon de vacuna mejorada, mas particularmente a una
composicion de vacuna contra el virus PRRS mejorada, en el que la mejora comprende mezclar con la vacuna
contra el virus un adyuvante seleccionado del grupo que consiste en MCP-1, fracciones de Haemophilus somnus,
carbopol y combinaciones de los mismos. La composicién de vacuna de la invencion puede comprender
adicionalmente un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Las composiciones de vacuna de la invencion pueden formularse mediante cualquier método conocido en la técnica
de la formulacién, por ejemplo, en preparaciones liquidas, suspensiones, pomadas, polvos, lociones, emulsiones
W/O, emulsiones O/W, emulsiones, cremas, cataplasmas, parches y geles y se usa preferentemente como
medicamentos. Por tanto, segun otro aspecto de la presente invencidon, se proporciona una composicion
farmacéutica que comprende la composicion de vacuna anterior. La composicion de vacuna segun la presente
invencion, cuando se administra dérmicamente, puede inducir significativamente la produccion de anticuerpos. Por
consiguiente, en ofra realizacion preferida de la presente invencion, la composicién de vacuna puede proporcionarse
como una preparacion transdérmica.

Ademas, como se ha descrito anteriormente, el virus y el adyuvante en la presente invencion pueden administrarse a
un organismo juntos como una unica composicion de vacuna, o como una preparacion de adyuvante separada y
distinta del componente del virus PRRS antigénico de la vacuna, por lo que el adyuvante actia de tal forma que la
cantidad de un anticuerpo producida en el organismo en respuesta a la vacuna contra el virus PRRS puede
disminuirse significativamente con respecto a la administracion de la vacuna contra el virus PRRS sola.

Cuando se administran el adyuvante y la composiciéon de vacuna contra el virus PRRS a un organismo, el resultado
clinico del animal se potencia. La cantidad eficaz del adyuvante y la cantidad inmunolégicamente eficaz de la
composicion de vacuna contra el virus PRRS pueden determinarse facilmente por un experto en la materia
considerando, por ejemplo, el tipo y las propiedades de la sustancia antigénica, las especies de organismos, edad,
peso corporal, gravedad de las enfermedades, el tipo de enfermedades, el tiempo de administracion y el método de
administracion, y adicionalmente usando la cantidad de un anticuerpo producido contra la sustancia antigénica en el
organismo como indice.

La composicion de vacuna contra el virus PRRS, el adyuvante, o combinaciones de los mismos, pueden
administrarse a organismos por cualquier método adecuado seleccionado dependiendo, por ejemplo, de la afeccion
de los animales y las propiedades de las enfermedades. Ejemplos de tales métodos incluyen administracion
intraperitoneal, administracion dérmica, por ejemplo, inyeccién subcutanea, inyeccion intramuscular, inyeccion
intradérmica y parches, administracion nasal, administracién por via oral, administracion mucosa (por ejemplo,
administracion rectal, administracién vaginal y administracion corneal). Entre ellas se prefiere la administracion
intramuscular.

Una dosis terapéutica a modo de ejemplo de la MLV contra el PRRSV es aproximadamente dos mililitros (2 ml). Los
expertos reconoceran que la cantidad de dosificacion puede variarse basandose en la variedad, tamafio y otros
factores fisicos del sujeto individual, ademas de la formulacidon especifica de la MLV contra el PRRSV vy la via de
administracion. Preferentemente, la MLV contra el PRRSV se administra en una dosis Unica; sin embargo, pueden
ser Utiles dosis adicionales. De nuevo, el experto reconocera mediante la presente invencion que la dosificacion y el
numero de dosis esta influido por la edad y la condicion fisica del cerdo objetivo, ademas de otras consideraciones
comunes a la industria y las condiciones especificas bajo las que se administra la MLV contra el PRRSV.

Las composiciones de vacunas basadas en los virus PRRS pueden usarse para vacunar tanto lechones como
cerdas. En un aspecto de la invencion, una pauta de dosis particular se selecciona basandose en la edad del cerdo y
el antigeno seleccionado para administracion. Esto permitira que los cerdos de cualquier edad reciban la dosis mas
eficaz. En un método preferido, una cantidad terapéutica de la MLV del PRRSV 94881 se administra a un cerdo o
lechén que tiene aproximadamente dos semanas de edad + 5 dias de edad. La cantidad seleccionada variara
dependiendo de la edad del cerdo. Alternativamente, una cantidad terapéutica diferente de una MLV tal se
administra a un cerdo o lechén que tiene mas de aproximadamente 3 semanas, y esta cantidad también se cambiara
a medida que el cerdo que recibe una administracion tal envejece o se hace mayor. Por consiguiente, cerdos de
aproximadamente cuatro semanas de edad, seis semanas de edad, ocho semanas de edad, diez semanas de edad,
doce semanas de edad, catorce semanas de edad, dieciséis semanas de edad, una cerda joven, o una cerda
recibiran todos diferentes cantidades. La dosis terapéutica que va a usarse se optimizara en el campo y
normalmente se determina en estudios clinicos en los que se define una dosis de inmunizacién minima basandose
en la proteccion contra una exposicion al PRRSV heterdlogo virulento en cerdos susceptibles. Preferentemente, la
MLV contra el PRRSV producida segun los métodos descritos en la presente memoria se administra por
administracion intramuscular; sin embargo, pueden usarse otros métodos de administracion tales como intradérmica,
intranasal, intrarretiniana, oral, subcutanea y similares que son muy conocidos y usados en la técnica.

El experto reconocera que los métodos de vacunacién pueden implicar determinar el momento y la dosificacion
apropiada para la vacunacion de un cerdo contra el PRRSV. Tales métodos comprenden generalmente las etapas
de determinar al menos una variable seleccionada del grupo que consiste en edad, estado de salud, nivel de
inmunidad innata y nivel de inmunidad activa, del cerdo y ajustar un nivel de dosificacion estandar para explicar
estas variables. Generalmente, el nivel de inmunidad innata y el nivel de inmunidad activa se determinaran con
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referencia a un patrén que comprende los niveles promedio de una poblacién de cerdos de edad y estado de salud
similar. En un método particularmente preferido, todas las variables se consideran antes de determinar el nivel de
dosificacion 6ptimo y el momento de la administracion.

En realizaciones preferidas, la presente invencion también se refiere a acidos nucleicos aislados que codifican
marcos de lectura abiertos especificos del virus 94881 atenuado depositado con el n° de acceso de ECACC
11012502 y el virus 94881 virulento parental depositado con el n° de acceso de ECACC 11012501. Por ejemplo, la
secuencia de nucleétidos completa del virus 94881 atenuado depositado con el n° de acceso de ECACC 11012502
tiene una secuencia de SEQ ID NO:1 que codifica las secuencias de proteinas de ORF1a, ORF1b, ORF2, ORF3,
ORF4, ORF5, ORF6, ORF7 de SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6, SEQ ID
NO:7, SEQ ID NO:8 y SEQ ID NO:9, respectivamente. La secuencia de nucleétidos completa del virus 94881
virulento parental depositado con el n° de acceso de ECACC 11012501 tiene una secuencia de SEQ ID NO:10 que
codifica las secuencias de proteinas de ORF1a, ORF1b, ORF2, ORF3, ORF4, ORF5, ORF6, ORF7 de SEQ ID
NO:11, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16, SEQ ID NO:17 y SEQ ID
NO:18, respectivamente.

La composicién de vacuna contra el PRRSV 94881 puede administrarse de cualquier forma convencional y en
algunos métodos preferidos la administracion es intramuscularmente. Se prefiere que la composicion de vacuna
contra el PRRSV administrada proporcione sus beneficios de tratamiento o reduccion de la gravedad de o incidencia
de la infeccién por el PRRSV después de una dosis Unica, como con Ingelvac®; sin embargo, si se seleccionan otros
antigenos o vacunas de combinaciéon o multivalentes, debe entenderse que pueden administrarse en su modo
convencional, que puede incluir una o mas dosis de refuerzo después de la administracion inicial. Aquellos expertos
en la materia podran determinar niveles de dosificacién apropiados basandose en la vacuna contra el PRRSV
seleccionada y el intervalo de edad del animal al que se administrara el antigeno.

En ejemplos especificos presentados en la presente memoria mas adelante, los cerdos y cerdas se expusieron a
una nueva cepa derivada de europea del PRRSV que pudo producir reproduciblemente enfermedad respiratoria en
lechones. Histéricamente, las cepas del PRRSV derivadas de europea no habian podido reproducir enfermedad
respiratoria en el modelo de lechén y de ahi que los modelos de exposicion respiratoria se basaran en la infeccion
por cepas no europeas. Debido a la alta diversidad genética hay una demanda en Europa de una nueva vacuna
basada en una cepa europea. En ejemplos adicionales, los animales se expusieron a una cepa que produjo fracaso
reproductivo en modelos de exposicion de cerdas jévenes/cerdas. Se ha encontrado que la eficacia de las vacunas
MLV basadas en el virus 94881 atenuado depositado con el n° de acceso de ECACC 11012502 o cualquier virus
preparado a partir de esta cepa o de la cepa parental depositada con el n° de acceso de ECACC 11012501 puede
mostrarse usando una variedad de modelos de exposicion debido a que esta cepa también es eficaz en otros
modelos de insuficiencia respiratoria o fracaso reproductivo inducido por el virus PRRS.

Ejemplos
Ejemplo 1: Descripcion del modelo de exposicion respiratoria al PRRSV

Como se ha observado anteriormente, histéricamente, las cepas del PRRSV derivadas de EU no podian reproducir
enfermedad respiratoria en el modelo de lechon. Debido a la alta diversidad genética, en Europa existe una
demanda de una nueva vacuna basada en una cepa europea y es necesario un buen modelo de exposicion
respiratoria reproducible utilizando una cepa del PRRSV derivada de europea virulenta para la conduccion de los
estudios. En el siguiente ejemplo, los inventores muestran que la exposicién de cerdos a la cepa de exposicion
europea de pase bajo (pase 4) produjo fidedignamente sintomas respiratorios.

En este estudio se usaron 3 grupos con 12 animales, 3 semanas de edad en la asignacion y aprox. 10 semanas de
edad en la exposicion:

Grupo 1: Grupo de control
Grupo 2: Grupo de exposicion (SD 35)
Grupo 3: Vacunado con el PRRSV Porcilis® (SD 0) y luego expuesto (SD 35).

El estudio se realiz6 durante un periodo de 56 dias. La autopsia de 6 animales de cada grupo se midié 10 dias
después de la exposicién; la autopsia de los animales restantes 21 dias después de la exposicidon. Los parametros
investigados diariamente incluyeron: temperatura rectal, signos respiratorios y otros signos clinicos. Oftros
parametros investigados incluyeron: peso corporal, mortalidad, viremia, seroconversion, examen patoldgico e
histoldgico de los pulmones.

En el dia de estudio -7, los grupos de cerdos se asignaron a cada grupo. En el dia de estudio 0, el Grupo 3 se
vacunoé con el PRRSV Porcilis®. En el dia de estudio 35, el Grupo 2 y el Grupo 3 se expusieron a una cepa de
exposicion europea. En el dia 45, 6 animales de cada grupo se sacrificaron. El resto de los animales se sacrifico el
dia 56.
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La Figura 1A muestra las mediciones de tos como una puntuacion media por animal y semana. Se observé que
hubo un aumento en la tos después de la exposicion en tanto el grupo de exposicion sola (Grupo 2) como el grupo
de Porcilis (Grupo 3). La Figura 1B muestra la puntuacion clinica total que se tomé de disnea, tos, rinorrea o legafia
y comportamiento. Estos datos mostraron que hubo un aumento global en la puntuacién clinica total después de la
exposiciéon en el grupo de exposicion y de Porcilis. La temperatura rectal de los animales se monitorizé antes y
después de la exposicidon y muestra que hubo un aumento de la temperatura rectal en el grupo de exposicion y de
Porcilis después de la exposicion (SD > 35, grupo 1-2 p< 0,001; grupo 1-3 p< 0,001) (Figura 2).

La medicion del peso diario promedio (Figura 3) mostré que después de la exposicion hasta la primera y hasta la
segunda autopsia el ADW fue significativamente menos en el grupo de exposicion (SD 35-44 p< 0,001 y SD 35-56
p< 0,01) y en el grupo vacunado con Porcilis (SD 35-44 p< 0,05 y SD 35-56 p=< 0,05).

La viremia se monitorizé usando PCR (Figura 4) y ensayos de ELISA (Figura 5). La PCR mostré que en el Grupo 1:
todos los animales del grupo de control siguieron siendo negativos. En el Grupo 2: todos los animales fueron
positivos para PRRSV después de la exposicion; en el Grupo 3: todos los animales fueron positivos para PRRSV
después de la vacunacion. Los ELISA revelaron: que en el Grupo 1: todos los animales siguieron siendo negativos;
en el Grupo 2: todos los animales fueron positivos para PRRSV AB después de la exposicion; en el grupo 3: todos
los animales fueron positivos para PRRSV AB después de la vacunacion.

También se realizé el examen macroscépico de los pulmones (Figura 6) en el que los pulmones se evaluaron para
areas manchadas de color tostado y areas de consolidacion: en comparacion con el grupo de control pudieron
observarse cambios macroscoépicos significativos en el grupo de exposicion y de Porcilis (Grupo 1-2 p<0,001; Grupo
1-3 p £ 0,05). En el examen histopatoldgico, los datos también mostraron la eficacia de la vacunacioén (Figura 7A a
7C). La puntuacion de lesion pulmonar media fue significativamente mayor en el grupo de exposicion y de Porcilis en
comparacion con el grupo de control (Grupo 1-2 p< 0,001; Grupo 1-3 p < 0,001). Las lesiones microscopicas fueron
mas fuertes 10 dias después de la infeccion.

En resumen, la tos, las puntuaciones clinicas totales y las temperaturas rectales aumentaron después de la
exposicion en los controles de exposicion y los grupos vacunados con Porcilis. El peso corporal fue
significativamente (p<0,05) menos en los controles de exposicion y el grupo de Porcilis en comparacion con el grupo
de control negativo. Todos los animales del grupo de Porcilis fueron positivos para el virus PRRS y los anticuerpos
después de la vacunacion. Todos los animales de los controles de exposicion fueron positivos para el virus PRRS y
los anticuerpos después de la exposicion. Los analisis macroscopicos e histoldgicos de los pulmones mostraron
graves lesiones pulmonares macroscopicas y microscépicas en los controles de exposicion y el grupo de Porcilis en
comparacion con el grupo de control negativo.

Por tanto, este estudio confirmé que la cepa de exposicion europea usada no induce enfermedad significativa
(p<0,05) cuando se compara con el grupo de control negativo: fiebre, tos, disminucién del peso y lesiones
pulmonares macroscopicas y microscopicas graves.

Ademas, la cepa de exposicion europea ha demostrado satisfactoriamente enfermedad respiratoria especifica para
el PRRSV consistente y reproducible en el modelo de exposicion de cerdo y, por tanto, es adecuada para su uso
como un virus de exposicion en futuros estudios de eficacia. Porcilis PRRS muestra una falta de eficiencia contra la
cepa de exposicion europea dentro de los parametros de este estudio.

Ejemplo 2: Evaluacion de la dosis de inmunizacion minima del virus PRRS atenuado 94881 en lechones de 2
semanas de edad susceptibles tras la exposicion a la cepa aislada del PRRS europea heterdloga.

Se realiz6 un estudio de exposicion a vacunacion para evaluar la dosis de inmunizacion minima (MID) de la cepa
aislada 94881 derivada de europea de la vacuna del sindrome reproductor y respiratorio porcino, virus vivo
modificado (MLV contra el 94881 del PRRS), a tres niveles de titulos diferentes, administrada a lechones
susceptibles a sindrome reproductor y respiratorio porcino (PRRS), que tenian aproximadamente 14 dias de edad,
para proporcionar una reduccion relevante en lesiones pulmonares tras la exposicién a una cepa aislada europea
heterdloga del PRRS. Quince lechones se incluyeron en cada grupo vacunado (Grupos 1-3), ademas de en el grupo
de control de exposicion (Grupo 4). Diez lechones se incluyeron en el grupo de control negativo (Grupo 5).

Los grupos de vacunas y los grupos de control de exposicién se monitorizaron para varios parametros que incluian:
viremia después de la exposicion, evaluaciones clinicas después de la vacunacion, serologia del PRRS, viremia
después de la vacunacioén, observaciones clinicas después de la exposiciéon, aumento de peso diario promedio
(ADWG), temperaturas rectales y deteccion del virus PRRS en los pulmones. Un grupo de control negativo (Grupo
5), que no se expuso, también se incluy6 en el estudio para fines de validacion del estudio demostrando que la
bioseguridad no se infringié durante la duracion del estudio.

Los grupos de control de exposicion y de control negativo fueron negativos para PRRS hasta el dia de exposicion
(D28) y el grupo de control negativo siguid siendo negativo para PRRS para el resto del estudio (D38), validandose
asi el estudio.

La exposicion fue 4 semanas después de la vacunacion. En este momento, s6lo 2 animales en el grupo de vacunas
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de titulo bajo, 1 animal en el grupo de vacunas de titulo medio y 3 animales en el grupo de vacunas de titulo alto
fueron positivos por qPCR para PRRS en suero.

El grupo de control de exposicion presentd lesiones pulmonares significativas tipicas del PRRS después de la
exposicion. Después de la exposicion, los grupos de vacunas de titulos bajo, medio y alto tuvieron medianas de las
puntuaciones de lesidon pulmonar totales de 0,13%, 0,55% y 0,40%, respectivamente; mientras que el grupo de
control de exposiciéon tuvo una mediana de la puntuacion de lesion pulmonar total de 33,40%. Las medianas de las
puntuaciones de lesion pulmonar totales para los tres grupos de titulos de vacunas fueron significativamente
inferiores a las del grupo de control de exposicion (p<0,0001). No hubo diferencias estadisticas entre los grupos de
titulos de vacunas (p=0,1484) para las puntuaciones de lesion pulmonar total. El grupo de control negativo tuvo una
mediana de la puntuacion de lesion pulmonar total de 0,00%.

En los dias de estudio 31, 35 y 38 del periodo después de la exposicion, los tres grupos de titulos de vacunas
tuvieron significativamente menos viremia que el grupo de control de exposicion (p<0,0093). No hubo diferencias
estadisticas entre los grupos de titulos de vacunas para viremia después de la exposicion, excepto en D35, cuando
el grupo de vacunas de titulo alto presentd significativamente menos viremia que el grupo de vacunas de titulo
medio (p=0,0442). Los lechones de control negativo fueron negativos para viremia en D31, D35 y D38.

Clinicamente, la gravedad (p<0,0082) y la frecuencia (p<0,0268) de la tos fue menos grave en los tres grupos de
titulos de vacunas que en el grupo de control de exposicion durante el periodo después de la exposicion; Dia 29 -
Dia 38. La fiebre fue mas importante en el grupo de control de exposicion que en los tres grupos de titulos de
vacunas después de la exposicion. El ADWG fue significativamente mayor para los tres grupos de titulos de vacunas
en comparacion con el grupo de control de exposicion (p<0,0027).

La MID de la MLV contra el PRRSV 94881 como se determina en este estudio esta asociada al nivel de vacunas de
titulo bajo de 1 x 10?77 TCIDso/ml basandose en una reduccion relevante en lesiones pulmonares macroscopicas
para los tres niveles de titulos en comparacion con los controles de exposicion después de recibir una exposicion del
PRRS derivado europeo heterdlogo virulento. Cuando se examinaron parametros secundarios, los tres niveles de
titulos de vacuna se asociaron a eficacia y no fueron evidentes claras distinciones entre los grupos de titulos.

Disefo general del estudio:

Fue un estudio de disefio aleatorizado ciego realizado en 70 lechones destetados susceptibles al PRRS, 14-16 dias
de edad en Dia 0 (DO0). En la siguiente Tabla 2.1 se muestra una descripcion de los grupos de tratamiento:

Tabla 2.1 Grupos de tratamiento

Grupo N° de animales Tratamiento en Dia 0
en DO
1 15 IVP n° 1 (titulo medio de 1 x 10277 de MLV contra el 94881 del PRRS)
2 15 IVP n° 2 (titulo medio de 1 x 10442 de MLV contra el 94881 del PRRS)
3 15 IVP n° 3 (titulo medio de 1 x 10584 de MLV contra el 94881 del PRRS)
4 15 CP (placebo del mismo producto sin MLV contra el 94881 del PRRS)
5 10 CP (placebo del mismo producto sin MLV contra el 94881 del PRRS)

Ochenta y tres lechones cumplieron los criterios de inclusion del estudio, de los que los 70 primeros ndmeros
numéricos fueron asignados aleatoriamente a uno de cinco grupos en D-3 por un bioestadistico. Los lechones se
asignaron 15 por grupo a los Grupos 1-4 y diez lechones al Grupo 5. Los 83 lechones fueron seronegativos para
PRRS.

Los lechones se observaron de D-1 a D26 para evaluaciones clinicas después de la vacunacion y las observaciones
se registraran en el cuaderno de recogida de datos de las evaluaciones clinicas.

Serologia: Se recogié sangre venosa completa de lechones en DO, D7, D14, D21, D28. Se registraron las recogidas
de muestras. Las muestras de sangre se centrifugaron y el suero se recogié de cada tubo, se fraccion6 y se
transfirio a tubos apropiadamente etiquetados. Un conjunto de muestras de suero se mantuvo a 2-8°C y el otro
conjunto de muestras de suero se mantuvo a -70 + 10°C. El conjunto de muestras de suero recogido en los dias 0, 7,
14, 21, 28 y 38 y mantenido a 2-8°C se probd para anticuerpos del PRRS. Los resultados se informaron como
negativos (relacion S/P de ELISA de < 0,4) o positivos (relacion S/P de ELISA de = 0,4).

Viremia del PRRS: El conjunto de muestras de suero recogido en los dias 0, 7, 14, 21, 28, 31, 35 y 38 y mantenido a
-70 £ 10°C se probd para ARN del PRRSv por gPCR (Apéndice 1, Anexo 7). Los resultados se informaron como n.d.
(no detectado), positivo (detectado el PRRSv EU, pero no cuantificable, GE/ml (equivalente de genoma) = < 3,3 log)
o un valor informado (log GE/ml). Para fines estadisticos, a “no detectado” se le asign6 un valor de 0 log GE/ml y a
un valor “positivo” se le asigné un valor de 3,0 log GE/m.
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Aumento de peso diario promedio (ADWG): Cada cerdo se peso en una bascula calibrada y se registraron los pesos
corporales individuales. El aumento diario promedio se determiné de DO a D28 y de D28 a D38.

Observaciones clinicas después de la exposicion: Los lechones fueron observados por el investigador del estudio o
representantes para signos clinicos de enfermedad de D27 a D38 y se registraron en el cuaderno de recogida de
datos de las observaciones clinicas. Las observaciones incluyeron respiracion, comportamiento y tos basandose en
el sistema de puntuacién de observaciones clinicas que se muestra a continuacion en la Tabla 2.2.

Tabla 2.2 Sistema de puntuacion de observaciones clinicas

Puntuacion de respiracion Puntuacién de comportamiento Puntuacion de tos

0 = respiracién normal 0 = normal 0 = sin tos

1 = respiracion jadeante/rapida 1 = letargo de leve a moderado 1 = tos suave o intermitente

2 = disnea 2 = gravemente letargico o recostado 2 = tos aspera o grave, repetitiva
3 = muerto 3 = muerto 3 = muerto

Una puntuacion de observacion clinica total diaria para cada lechén se determiné por la suma de sus puntuaciones
de respiracion diaria, comportamiento y tos.

Las temperaturas rectales se recogieron de D27 a D38.

Puntuacion de lesion pulmonar total: Se les hizo la autopsia a todos los lechones que murieron antes de D38 y los
lechones restantes que se sacrificaron en D38. Cada conjunto de pulmones se examind para cualquier patologia
pulmonar macroscopica y la determinacion del % de patologia para cada Idbulo del pulmén. Si se observara
patologia de otros 6rganos, éstas también se describirian y se anotarian.

gPCR de pulmén para PRRSV: Para cada conjunto de pulmones se retuvieron dos muestras de los I6bulos apicales
izquierdo y derecho, los l6bulos cardiacos izquierdo y derecho, los lébulos diafragmaticos izquierdo y derecho y el
I6bulo intermedio. Para un conjunto de muestras de pulmén, las tres muestras del lado izquierdo se combinaron en
un recipiente; mientras que las tres muestras del lado derecho y la muestra del I6bulo intermedio del pulmoén se
combinaron en otro recipiente. Cada recipiente se llend con una cantidad suficiente de 10% de disolucion de
formalina. Para el otro conjunto de muestras de pulmoén, las tres muestras de pulmén del lado izquierdo se
combinaron en un Whirlpak®; mientras que las tres muestras del lado derecho y la muestra del I16bulo intermedio del
pulmén se combinaron en otro Whirlpak®.

Las muestras de tejido de pulmén congeladas se mantuvieron a -70 + 10°C hasta el posterior andlisis. Para cada
lechon, todas las muestras del pulmén izquierdo se homogeneizaron y se probaron como una Unica muestra
combinada; y todos los tejidos del pulmén derecho y la muestra del I6bulo intermedio del pulmén se homogeneizaron
y se probaron como una uUnica muestra combinada. Los resultados se informaron como n.d. (no detectado), positivo
(detectado PRRSv EU, pero no cuantificable, GE/ml (equivalente de genoma) = < 3,3 log) o un valor de prueba (log
GE/ml) para muestras del pulmoén izquierdo y derecho. Para fines de analisis para cada lechdn se anotaron la media
de los resultados de gPCR de las muestras del pulmon izquierdo y derecho. Para fines estadisticos, a “no detectado”
se le asigno un valor de 0 log GE/ml y a un valor “positivo” se le asigné un valor de 3,0 log GE/ml.

Resultados

Puntuacion de lesidon pulmonar total después de la exposicion: Un resumen de grupo minimo, maximo, mediana,
intervalo de confianza de 95%, rango de Q y media para las puntuaciones de lesion pulmonar totales mostré que los
grupos de vacunas de titulos bajo, medio y alto tuvieron medianas de las puntuaciones de lesion pulmonar totales de
0,13%, 0,55% y 0,40%, respectivamente; mientras que el grupo de control de exposicion tuvo una mediana de la
puntuacion de lesion pulmonar total de 33,40%. Las medianas de las puntuaciones de lesion pulmonar totales para
los tres grupos de titulos de vacunas fueron significativamente inferiores a las del grupo de control de exposicion
(p<0,0001). No hubo diferencias estadisticas entre los grupos de titulos de vacunas (p=0,1484) para las
puntuaciones de lesion pulmonar total. El grupo de control negativo tuvo una mediana de la puntuacion de lesion
pulmonar total de 0,00%.

Para uno de los animales (grupo de vacunas de titulo alto) se observd neumonia intersticial supurativa
histolégicamente leve con pleuritis fibrinopurulenta copiosa. Las vias respiratorias y los alveolos fueron relativamente
comunes, excepto los neutrofilos dispersos. El tejido de pulmon fue negativo por IHC para antigenos de M. hyo,
PCV2, PRRSv y VIS. Las lesiones pulmonares estuvieron de acuerdo con serositis generalmente asociada a
agentes bacterianos (Apéndice 12; acceso 2009030254). Se aislaron varios cultivos bacterianos puros del tejido de
pulmon y se identificaron como Bordetella bronchiseptica y un Staphylococcus negativo para coagulasa. Aunque se
aislaron dos tipos de bacteria de tejidos de pulmon, este lechdn no se eliminé de los analisis de puntuacion de lesion
pulmonar total del Grupo 3.

Dos de 10 lechones de control negativo presentaron lesiones pulmonares de muy poca importancia (n° 1767, 0,55%;
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n°® 1789, 0,61%). Estas lesiones se consideraron insignificativas y no indicativas de PRRS. Dos de 10 lechones de
control negativo presentaron lesiones pulmonares de muy poca importancia (n° 1767, 0,55%; n° 1789, 0,61%). Estas
lesiones se consideraron insignificativas y no indicativas de PRRS.

Viremia del PRRS después de la exposicion: Los resultados individuales de viremia del PRRS después de la
exposicion (D31-D38) se tabularon y se encontré que todos los lechones fueron virémicos después de la exposicion
en los tres grupos de titulos de vacunas y el grupo de control de exposicion. En los tres momentos de tiempo
después de la exposicion, los tres grupos de titulos de vacunas tuvieron significativamente menos viremia que el
grupo de control de exposicion (p<0,0093). No hubo diferencias entre los grupos de titulos de vacunas para viremia
después de la exposicion, excepto en D35, cuando el grupo de vacunas de titulo alto presentd una viremia media
inferior a la del grupo de vacunas de titulo medio (p=0,0442). Los lechones de control negativo fueron negativos para
viremia en D31, D35 y D38. El area bajo la curva (ABC) representa tanto la cantidad como la duracion de la carga
virica y es una buena herramienta de evaluacién para examinar la viremia. También se detectaron diferencias
significativas entre los tres grupos de titulos de vacunas y el grupo de control de exposicioén con respecto al ABC en
tanto D28 como en D38 (p<0,0162) y D31 a D38 (p<0,0001). No se detectaron diferencias entre los grupos de titulos
de vacunas con respecto al ABC (p=0,3669) en ambos intervalos de tiempo.

La frecuencia por grupo de lechones positivos virémicos también se resumidé para D31 a D28 y se muestra en la
Tabla 2.3. Como todos los lechones de control de vacuna y de exposicion fueron positivos para viremia después de
la exposicion, la frecuencia de lechones positivos para viremia fue de 100% para cada grupo en cada momento de
tiempo. De ahi que no se realizan analisis de la frecuencia después de la exposicién para viremia.

Tabla 2.3 Resumen de la frecuencia por grupo de lechones positivos virémicos — D31 a D38

Dia de estudio Grupo* N° de positivos % de positivos IC de 95% N° total
1 14 100 76,8 100,0 14
2 15 100 78,2 100,0 15
31 3 15 100 78,2 100,0 15
4 14 100 76,8 100,0 14
5 0 0 0,0 30,8 10
1 14 100 76,8 100,0 14
2 15 100 78,2 100,0 15
35 3 15 100 78,2 100,0 15
4 14 100 76,8 100,0 14
5 0 0 0,0 30,8 10
1 14 100 76,8 100,0 14
2 15 100 78,2 100,0 15
38 3 15 100 78,2 100,0 15
4 14 100 76,8 100,0 14
5 0 0 0,0 30,8 10

* Grupo 1 = MLV contra el PRRSV 94881 de titulo bajo; Grupo 2 = MLV contra el PRRSV 94881 de titulo medio;
Grupo 3 = MLV del PRRS de titulo alto; Grupo 4 = grupo de control de exposicion; Grupo 5 = grupo de control
negativo

Resultados de gPCR de pulmoén: Los resultados individuales del aislamiento del virus de los pulmones después de la
exposiciéon se resumieron como la frecuencia de los resultados de la prueba de muestras de pulmén positivas para
gPCR (valores de p) para diferencias entre grupos. Tejidos de pulmén de lechones en los tres grupos de titulos de
vacunas y el grupo de control de exposicion fueron positivos por gPCR para PRRSv después de la exposicion. No
hubo diferencias significativas detectadas entre los grupos de titulos de vacunas y el grupo de control de exposicion
(p=1,0000). Como todos los lechones de titulos de vacunas fueron positivos por q°PCR para PRRSv, no se realizaron
pruebas entre los grupos de titulos de vacunas.

Aunque no se detectaron diferencias entre los grupos de titulos de vacunas y el grupo de control de exposicion para
la frecuencia de tejidos de pulmén positivos por qPCR, las diferencias fueron evidentes para la carga virica en
tejidos de pulmon. De hecho, los grupos de vacunas de titulos bajo, medio y alto tuvieron una mediana de los
valores de gPCR de pulmon de 6,88, 6,80 y 6,81 log1o GE/m, respectivamente; mientras que el grupo de control de
exposicion tuvo una mediana del valor de gqPCR de pulmén de 8,13 logio GE/ml. Las diferencias entre los grupos de
titulos de vacunas y el grupo de control de exposicion fueron significativas (p<0,0001). En cambio, no se detectaron
diferencias entre los grupos de titulos de vacunas para las medianas de valores de gPCR de pulmon (p=0,7379).

Puntuaciones de observaciones clinicas después de la exposicion: La respiracion y el comportamiento anormal no
fueron graves después de la exposicion, como se demuestra por las medianas de puntuaciones clinicas maximas de
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0 (una puntuacioén de 0 representé respiracion normal o comportamiento normal) para los cinco grupos. Ademas, no
se detectaron diferencias significativas entre los grupos de titulos de vacunas y el grupo de control de exposicion
para tanto la respiracion como el comportamiento anormal (p=0,0996).

Se observo tos en los tres grupos de titulos de vacunas y el control de exposicion, pero fue mas grave en el grupo
de control de exposicion. Para los tres grupos de titulos de vacunas, cada grupo tuvo una puntuacion de tos maxima
de 1, que representod tos suave o intermitente y la mediana de la puntuacion de tos maxima de 0. En cambio, el
grupo de control de exposiciéon tuvo una puntuacion de tos maxima de 2, que representd tos aspera o grave,
repetitiva, y una mediana de la puntuacion de tos maxima de 1. Los tres grupos de titulos de vacunas tuvieron
significativamente menos tos grave que el grupo de control de exposicion (p<0,0082). No se observo tos en el grupo
de control negativo.

Los tres grupos de titulos de vacunas tuvieron puntuaciones totales maximas de 1 y medianas de puntuaciones
maximas de cero. En cambio, el grupo de control de exposiciéon tuvo una puntuacion total maxima de 4 y una
mediana de la puntuacion maxima de 1. Los tres grupos de vacunas tuvieron significativamente menores
puntuaciones clinicas totales maximas que el grupo de control de exposicion (p<0,0047). De nuevo, el grupo de
control negativo tuvo una puntuacion clinica total maxima de cero y una mediana de la puntuacion clinica total
maxima de cero.

La frecuencia de la respiracion o el comportamiento anormal durante al menos un dia de D29 a D38 fue baja para
todos los grupos. De hecho, no se observé respiracion anormal en grupos de vacunas de titulos bajo y medio de
D29 a D38. El grupo de vacunas de titulo alto tuvo uno de 15 (7%) lechones y el grupo de control de exposicién tuvo
3 de 14 (21%) lechones con respiracion anormal. No se observé comportamiento anormal en ningun grupo de titulos
de vacunas; mientras que 2 de 14 (14%) lechones del control de exposicion mostraron comportamiento anormal
durante al menos un dia después de la exposicion. No se detectaron diferencias significativas entre los grupos de
titulos de vacunas y el grupo de control de exposicion para la frecuencia de respiracion o comportamiento anormal
durante al menos un dia después de la exposicion (p=0,0996). No se observo respiracion o comportamiento anormal
en el grupo de control negativo.

La frecuencia de tos fue mucho mayor en el control de exposicidon que en los tres grupos de titulos de vacunas. De
hecho, la frecuencia de tos durante al menos un dia después de la exposicion fue de 14%, 13% y 27% para los
grupos de vacunas de titulos bajo, medio y alto, respectivamente. En cambio, la frecuencia de tos durante al menos
un dia después de la exposicion para el grupo de control de exposicion fue de 71%. Los tres grupos de titulos de
vacunas tuvieron significativamente menos frecuencia de tos que el grupo de control de exposicion (p<0,0268).

La frecuencia de cualquier signo clinico después de la exposicién, como se representa por una puntuacion clinica
total > 0, fue superior en el grupo de control de exposicién que en los tres grupos de titulos de vacunas. Similar a la
frecuencia de tos, la frecuencia de cualquier signo clinico durante al menos un dia después de la exposicion fue de
14%, 13% y 33% para los grupos de vacunas de titulos bajo, medio y alto, respectivamente; mientras que 79% de
los lechones en el grupo de control de exposicién tuvo al menos un signo clinico después de la exposicién. Los tres
grupos de vacunas tuvieron significativamente menor frecuencia de cualquier signo clinico después de la exposicion
que el grupo de control de exposiciéon (p<0,0253). No se observaron signos clinicos en el grupo de control negativo
durante este mismo periodo de tiempo.

Las puntuaciones medias para la respiracion o el comportamiento anormal de D29 a D38 fueron bajas para todos los
grupos. De hecho, las puntuaciones de respiraciéon medias para los grupos de vacunas de titulos bajo y medio
fueron 0,00 (normal), la vacuna de titulo alto tuvo una puntuaciéon de respiracion media de 0,01 y el control de
exposicién tuvo una puntuacion de respiracion media de 0,03. La puntuaciéon media para el comportamiento fue 0,00
para los tres grupos de titulos de vacunas; mientras que el control de exposicién tuvo una puntuacion de
comportamiento media de 0,01. No se detectaron diferencias significativas entre los grupos de titulos de vacunas y
el grupo de control de exposicion para las puntuaciones de respiracion y comportamiento medias (p=0,0996). Las
puntuaciones de respiracion y comportamiento medias para el grupo de control negativo fueron 0,00.

El grupo de control de exposicion tuvo una mayor puntuacion de tos media que los tres grupos de titulos de vacunas.
De hecho, las puntuaciones de tos medias fueron 0,01, 0,01 y 0,04 para los grupos de vacunas de titulos bajo,
medio y alto, respectivamente. En cambio, la puntuacion de tos media para el grupo de control de exposicion fue
0,28. Los tres grupos de titulos de vacunas tuvieron significativamente menores puntuaciones de tos medias que el
grupo de control de exposicion (p<0,0077).

La puntuacion total media fue superior en el grupo de control de exposicion que en los tres grupos de titulos de
vacunas. Similar a las puntuaciones de tos medias, las puntuaciones totales medias después de la exposicion fueron
0,01, 0,01 y 0,04 para los grupos de vacunas de titulos bajo, medio y alto, respectivamente; mientras que la
puntuacion total media para el grupo de control de exposicion fue 0,32. Los tres grupos de vacunas tuvieron
significativamente menores puntuaciones totales medias que el grupo de control de exposicion (p<0,0025).

Temperaturas rectales después de la exposicion: Las temperaturas rectales medias por grupo maximas para grupos
de vacunas de titulos bajo, medio y alto entre D29 y D38 fueron 40,20°C (D33), 40,33°C (D35) y 40,20°C (D37),
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respectivamente. La temperatura rectal media por grupo maxima para el grupo de control de exposicion y el grupo
de control negativo entre D29 y D38 fueron 40,51°C (D33) y 39,95°C (D33), respectivamente.

El grupo de vacunas de titulo bajo tuvo significativamente menores temperaturas rectales que el grupo de control de
exposicion en D29 (39,47 frente a 39,90°C), D31 (39,85 frente a 40,20°C), D35 (39,80 frente a 40,22°C) y D38 (39,86
frente a 40,32°C) (p<0,0317); mientras que la vacuna de titulo bajo tuvo una temperatura rectal significativamente
mayor que el grupo de control de exposiciéon en D30 (40,08 frente a 39,58°C; p=0,0003). No se detectaron
diferencias significativas entre el grupo de vacunas de titulo bajo y el grupo de control de exposicion en D32-D34 y
D36-D37 (p=0,0545).

El grupo de vacunas de titulo medio tuvo significativamente menores temperaturas rectales que el grupo de control
de exposicion en D31 (39,62 frente a 40,20°C), D33 (40,15 frente a 40,51°C) y D38 (39,58 frente a 40,32°C)
(p=0,0227). No se detectaron diferencias significativas entre el grupo de vacunas de titulo medio y el grupo de
control de exposicion en D29-D30, D32 y D34-D37 (p=0,0580).

El grupo de vacunas de titulo alto tuvo una temperatura rectal significativamente menor que el grupo de control de
exposicion en D33 (40,12 frente a 40,51°C), D35 (39,79 frente a 40,22°C) y D38 (39,55 frente a 40,32°C) (p<0,0147);
mientras que el grupo de vacunas de titulo alto tuvo una temperatura rectal significativamente mayor que el grupo de
control de exposicion en D32 (40,31 frente a 39,90°C; p=0,0063). No se detectaron diferencias significativas entre el
grupo de vacunas de titulo alto y el grupo de control de exposicion en D29-D31, D34 y D36-37 (p=0,0708).

Hubo menos frecuencia de fiebre en los tres grupos de titulos de vacunas después de la exposicién en comparacion
con el grupo de control de exposicion. La frecuencia de fiebre fue en general baja y similar entre los grupos de titulos
de vacunas.

Aumento de peso diario promedio (ADWG): EIl ADWG medio por minimos cuadrados de DO a D28 para los grupos
de vacunas de titulos bajo, medio y alto fueron 0,4, 0,3 y 0,4 kg/dia, respectivamente. El ADWG medio por minimos
cuadrados durante este mismo periodo de tiempo para el grupo de control de exposicion fue 0,3 kg/dia. El grupo de
vacunas de titulo bajo tuvo un ADWG medio por minimos cuadrados significativamente mayor que el grupo de
control de exposicion de DO a D28 (p=0,0292); mientras que no se detectaron otras diferencias significativas entre
los grupos de titulos de vacunas y el grupo de control de exposicion (p=0,1262), o entre los grupos de titulos de
vacunas (p=0,1293), para el ADWG medio por minimos cuadrados. Durante este mismo periodo de tiempo, el grupo
de control negativo tuvo ADWG medio de 0,5 kg/dia.

El ADWG medio por minimos cuadrados de D28 a D38 para los grupos de vacunas de titulos bajo, medio y alto
fueron 0,5, 0,5 y 0,4 kg/dia, respectivamente. El ADWG medio por minimos cuadrados durante este mismo periodo
de tiempo para el grupo de control de exposicion fue 0,3 kg/dia. Los tres grupos de titulos de vacunas vencieron
significativamente al grupo de control de exposicion después de la exposicion (p<0,0027). Durante este mismo
periodo de tiempo, el grupo de control negativo tuvo un ADWG medio de 0,6 kg/dia.

Evaluaciones clinicas después de la vacunacion: En el grupo de vacunas de bajo titulo, un lechén (1735) se anotd
como delgado de DO a D10. Ademas, un lechon que empezé en D6 se anoté como delgado durante 16 dias,
presentd tos durante 2 dias y depresion durante 9 dias, y se sacrifico en D21 por motivos de proteccion animal
debido a una mala salud. El lechén 1727 tuvo una puntuacion de lesion pulmonar total de 10,8%. Como este valor se
determind antes de la exposicion, no se incluydé en el anadlisis de lesion pulmonar total después de la exposicion.
Ademas, se observaron areas de consolidacion rojas/purpuras en las areas craneoventrales de los pulmones, el
higado estaba palido y los rifiones tenian multiples areas rojas/purpuras en la pelvis renal. El patélogo observo
infiltracion grasa en los I6bulos centrales en el higado, cominmente observada en casos de equilibrio energético
negativo y consiguiente lipdlisis. No se observaron otras lesiones en las secciones de higado, rifion y pulmon. El
tejido de pulmon fue positivo para PRRS EU por PCR. No se detecto crecimiento para el cultivo bacteriano rutinario.

En el grupo de vacunas de titulo medio, un lechdn se excluyoé del estudio en DO antes del tratamiento debido a una
mala salud y se sustituyd por otro lechén. Dos lechones presentaron tos durante uno y tres dias, respectivamente,
empezando en D12. Cuatro lechones se anotaron como delgados en D2, D3 0 ambos D2 y D3.

En el grupo de vacunas de titulo alto, un lechdén (1728) presentd cojera o cojera e hinchazon en una pata de D7 a
D26. Empezando 18 dias después de la vacunacion, un lechén se anoté como delgado durante 6 dias y presento tos
durante un dia y recubrimiento de pelo despeinado durante 4 dias. Otro lechén se anoté como delgado en D2. Dos
lechones presentaron tos durante dos dias y un dia, respectivamente, empezando en D9. Un lechdn presento
diarrea durante un dia (D14).

En el grupo de control de exposicion, seis lechones presentaron tos periddica durante un acumulado de uno a seis
dias, empezando con un primer lechén en D7 y terminando con tres lechones en D21. Dos lechones se anotaron
como delgados durante dos y 11 dias, respectivamente, empezando en D1 para uno de estos lechones. El segundo
de estos dos lechones también presenté depresion y recubrimiento de pelo despeinado durante 4 dias, debilidad en
las patas durante un dia y se encontré6 muerto en D15. En la autopsia de este lechdén no se anotaron lesiones
pulmonares (puntuacién de lesién pulmonar de 0%), sin alimento en el estdmago y sin grasa abdominal, y se
diagnostico muerte por inanicién como la causa de muerte. Como esta puntuacion de lesion pulmonar se determind
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antes de la exposicion, no se incluyd en el andlisis de la lesion pulmonar después de la exposicion.

Los resultados de las pruebas por grupo (valores de p) se resumieron para cualquier evaluacion clinica anormal
durante al menos un dia de D1 a D26. No se detectaron diferencias significativas entre los grupos de titulos de
vacunas y el grupo de control de exposicion (p=0,0502); ni entre los grupos de titulos de vacunas (p=0,3898). Ningun
lechon en el grupo de control negativo presentd una evaluacion clinica anormal de D-1 a D26.

Serologia del PRRS: Se resumieron los resultados individuales de serologia por ELISA del PRRS de lechones. Los
lechones en el grupo de control negativo siguieron siendo seronegativos para PRRS durante el estudio. La
seroconversion pudo observarse en los 3 grupos de titulos de vacunas 14 dias después de la vacunacién; mientras
que el grupo de control de exposicion siguio siendo seronegativo para PRRS hasta después de la exposicion. Diez
dias después de la exposicion (D38), todos los lechones en los grupos de vacunas de titulos bajo y alto y el grupo de
control de exposicion fueron seropositivos para PRRS; mientras que 14 de 15 lechones en los grupos de vacunas de
titulo medio fueron seropositivos para PRRS.

Se determinaron resultados de las pruebas de serologia positiva por ELISA para PRRS (valores de p) para
diferencias entre grupos. Los tres grupos de titulos de vacunas tuvieron significativamente mayores frecuencias de
lechones positivos por ELISA para PRRS que el grupo de control de exposicién en D14, D21 y D28 (p<0,0001). No
se detectaron diferencias significativas entre los tres grupos de titulos de vacunas y control de exposicién en D38
(p=1,0000 o no se realiz6 la prueba) ni entre los tres grupos de titulos de vacunas en ningin momento de tiempo
(p=1,0000 o no se realizd la prueba).

Viremia del PRRS después de la vacunaciéon: Se determinaron resultados individuales de la viremia del PRRS
después de la vacunacion. Para fines estadisticos, a un resultado “no detectado” se le asigné un valor de 0O log
GE/ml y a un valor “positivo” se le asigné un valor de 3,0 log GE/ml. Todos los grupos fueron negativos para viremia
del PRRS en DO. Se evaluaron los datos de los titulos de viremia por grupo (QPCR) — D7 a D28 después de la
vacunacion (log GE/ml). Los lechones en los tres grupos de titulos de vacunas alcanzaron viremia media pico en D7,
después de lo cual los niveles de los titulos para los tres grupos cayeron lentamente antes de exposicion (SD 28).
En cambio, el grupo de control de exposicion y el grupo de control negativo siguieron siendo negativos para viremia
durante la fase del estudio antes de la exposicion. De los resultados de las pruebas por grupo (valores de p) para los
resultados de qPCR en D7, D14, D21 y D28 se observd que los tres grupos de titulos de vacunas tuvieron
significativamente mayores medianas de valores de qPCR que el grupo de control de exposicion para D7-D28
(p<0,0159). El grupo de vacunas de titulo medio tuvo un valor medio de qPCR significativamente mayor que el grupo
de vacunas de titulo bajo (p=0,0193); por lo demas no se detectaron diferencias para los valores medios de q°PCR
entre grupos de vacunas antes de la exposicion (p=0,0594).

Cuatro semanas después de la vacunacion, la frecuencia de viremia fue baja en los tres grupos de titulos de
vacunas.

Pueden sacarse las siguientes conclusiones basandose en estos resultados del estudio:

° La ausencia de cualquier brote de bioseguridad durante el estudio y la confirmacioén de la susceptibilidad de
los lechones al PRRS confirmé la validacion del estudio y su idoneidad para la interpretacion

° La enfermedad clinica del PRRS sustancial fue evidente en el grupo de control de exposicién, validandose
asi este modelo de exposicion como una herramienta de laboratorio adecuada para evaluar la eficacia de la
vacuna contra el PRRS y mas especificamente la MID de MLV contra el 94881 del PRRS

° Los tres niveles de dosis de MLV contra el PRRSV 94881 se asociaron a una reduccion significativa en
lesiones pulmonares, ademas de a una reduccion significativa en viremia después de la exposicion, la
carga virica en tejidos de pulmon, tos, puntuaciones de observaciones clinicas totales, fiebre y ADWG

° La MID de MLV contra el PRRSV 94881 como se determina en este estudio esta asociada al nivel de
vacuna de titulo bajo de 1 x 10277 TCIDs¢/ml basandose en una reduccion relevante en lesiones pulmonares
macroscopicas para los tres niveles de titulos en comparacién con los controles de exposicion después de
recibir una exposicion del PRRS derivado de europeo heterdlogo virulento.

Otra descripcion de los resultados

Las observaciones clinicas fueron tomadas cada dia. La RT-PCR cuantitativa se realiz6 usando cebadores
especificos para PRRSV europeo para muestras de sangre, hisopo oral, fecal y nasal, ademas de lavados de
pulmoén.

De estos estudios, los datos mostraron que los lechones mostraron salud normal, excepto algunos cerdos que
fueron cojos. Después de la muerte no hubo anomalias en la autopsia, excepto que 1-2 animales mostraron signos
de ganglios linfaticos inguinales levemente alargados. Y, lo que es mas importante, se observé que no hubo lesiones
pulmonares observadas con el grupo vacunado.
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La Figura 8 muestra el porcentaje de animales virémicos en el grupo centinela con respecto al grupo vacunado con
una composicidon que contiene la cepa del virus PRRS atenuado depositada con el n° de acceso de ECACC
11012502. Esta figura muestra la propagacion de la cepa de vacuna de animales vacunados a centinelas. En el pico
de viremia del PRRS (SD 21) como se ha detectado por RT-PCR cuantitativa, la carga virica fue un 78,47% inferior
en cerdos infectados con centinela (carga virica media de 3,347 GE/ml) que en animales vacunados (carga virica
media de 4,014 GE/ml). En la habitaciéon en la que se mezclaron las cerdas sin tratamiento previo para PRRS con
sus crias vacunadas, soélo 3 cerdas de 8 dieron positivo para PRRSv en sangre por RT-PCR, confirmandose asi la
exposicién de la vacuna MLV del PRRS limitada e ineficaz a animales adultos sin tratamiento previo. La vacuna MLV
del virus 94881 se elimind principalmente en las heces en este estudio. De hecho, en las heces, el virus podria
detectarse de un dia a 21 dias después de la vacunacion. Cinco dias después de la vacunacion, casi 30% de los
animales vacunados eliminaron el virus en las heces. El virus PRRS no se detectd en secreciones nasales y en soélo
algunos animales por secreciones orales (2 de los 56 animales muestreados 5 dias después de la vacunacion).

Ejemplo 3: Materiales y métodos a modo de ejemplo para su uso en probar la eficacia de la vacuna usando Porcilis®
PRRS como ejemplo.

En este estudio se usé un numero seleccionado, por ejemplo, catorce cerdas prefiadas sanas de una piara negativa
para el PRRSV confirmada (probada viroldgicamente y serolégicamente). Las cerdas afrontaron un primer o
segundo parto y se confirmé que estaban prefiadas en el momento de la vacunacion/infeccion por exposicion en el
dia 94 de gestacion. Las cerdas se dividieron en tres grupos de tratamiento. El primer grupo se traté con una dosis
comercial de Porcilis™ PRRS de 2 ml que contenia al menos 10*° TCIDso por administracion intramuscular en el dia
94 de gestacion. El grupo de control de exposicion (Grupo 2) recibié una dosis de 10472 TCIDso en 2 ml de medio de
cultivo celular de la cepa aislada en campo europea patdgena (pase 4) intranasalmente. El Grupo 3 se vacuné con
una dosis de 2 ml que contenia 1078 TCIDso i.m. de la MLV del PRRS que contenia la cepa del PRRS atenuada
depositada con el n° de acceso de ECACC 11012502 el 25 de enero de 2011 siete dias antes de la inseminacion y
se expuso a la cepa aislada en campo europea (pase 4) (1072 TCIDso en 2 ml de medio de cultivo celular i.n.) en el
dia 94 de gestacion.

Los animales del Grupo 1 se monitorizaron hasta el dia 5 después del parto. Los animales del Grupo 2 y 3 se
monitorizaron hasta el dia 28 después del parto.

Fase del animal: Todas las cerdas se acostumbraron a las instalaciones del animal 1 semana antes de la
vacunacion. El investigador observé diariamente las cerdas y los lechones para su estado de salud general. Cada
animal que murid o se sacrificd se sometio a autopsia y a posteriores analisis de laboratorio.

El embarazo se confirmé con examen por ultrasonidos. Se obtuvo suero de las cerdas en los dias de estudio 0, 7, 14
y en el parto para investigaciones por PCR y ELISA. Cualquier material que se asocié a aborto se sometié a
investigaciones de laboratorio.

La patologia macroscépica rutinaria se realizdé en todos los lechones nacidos muertos. Se recogieron muestras de
tejido de pulmédn de todos los l6bulos de los pulmones de lechones nacidos muertos y de sus madres. Las muestras
para probar por PCR se almacenaron a -70°C. Se recogieron 2 ml de sangre precolostral de cada lechén en el dia
del nacimiento. Se prepard el suero y las alicuotas se almacenaron a -70°C. El suero se us6 para probar para
viremia para evaluar la infeccion transplacentaria. Todos los lechones del Grupo 1 que sobrevivieron hasta el dia 5
se sacrificaron a los 5 dias de edad.

Parametros de rendimiento clinico y reproductivo: Los siguientes criterios son criterios a modo de ejemplo que
pueden investigarse (orden de prioridad): numero de lechones nacidos vivos por camada, nimero de lechones
nacidos muertos por camada, numero de fetos momificados por camada y nimero de lechones que sobreviven del
dia 5 6 28 de edad, respectivamente. El nimero de lechones nacidos virémicos se determind usando suero
precolostral. La frecuencia de muestras de sangre y tejido positivas por PCR de cerdas y/o lechones se investigo
para evaluar la epidemiologia y el curso de la infeccion.

Muestras de campo: Las muestras de campo investigadas en este estudio se tomaron de diagndsticos de PRRSV
rutinarios y consistieron en sangre, suero y diversos materiales de 6rganos, principalmente pulmones y ganglios
linfaticos, de diferentes paises europeos. Las muestras se almacenaron a -20°C durante un maximo de 3 dias antes
de la preparacion del ARN y el material residual se transfirié posteriormente a -70°C para el almacenamiento a largo
plazo. EI ARN y los productos de RT-PCR se almacenaron a -20°C.

Cultivo de células: Se cultivaron células MA104 (clon CL2621) en MEM (Dulbecco, Alemania) complementado con
10% de SBF y antibidticos.

Se recogieron macrofagos alveolares porcinos usando un método descrito por Wensvoort y col. (Wensvoort, G. y
col. Vet. Quat. 1991, 13:121-130) y se modificd del siguiente modo: cada Iébulo del pulmén se infundié con 50-100
ml de PBS y posteriormente se masajed durante 3 a 5 min. Entonces, el liquido se rescato del I6bulo y se pasé por
un filtro de gasa. Este método se repitié hasta que el liquido de lavado fue claro. El liquido de lavado recogido se
centrifugé a 500 g durante 15 min a temperatura ambiente. El sedimento se lavé en PBS vy las alicuotas de 1x107
células en 50% de RPMI 1640 (Biochrom), 40% de SBF y 10% de DMSO se congelaron a -196°C. Para el uso
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posterior, los PAM se cultivaron en medio RPMI 1640 complementado con 10% de SBF y antibidticos.

Preparacién de material de 6rganos para el aislamiento del virus en cultivo celular: Aproximadamente 0,5 cm?® de
material de tejido se transfirieron a un tubo que contenia una bala de homogeneizador de acero en 1,8 ml de PBS
estéril. Los tubos se agitaron durante 10 min hasta que se homogeneizé el material de érganos. Los residuos de
células se sedimentaron por centrifugacion durante 2 min a 450 g y temperatura ambiente. El sobrenadante se pasé
a través de un filtro estéril de 0,45 um de poro y se guardo a -70°C. Se usaron alicuotas de 30 ml para inocular una
monocapa de cultivo celular semiconfluente usando placas de microtitulacion de 24 pocillos.

Aislamiento del ARN: ElI ARN del material de 6rganos se extrajo con el kit RNeasy Mini y de suero, plasma,
sobrenadante de cultivo celular y disolucion de vacuna con el kit QTAamp Viral RNA Mini (ambos de Qiagen) segun
las recomendaciones del fabricante usando aproximadamente 100 mg de material de érganos y 140 ml de material
de liquido, respectivamente, para cada preparacion. EI ARN se eluyé finalmente en 65 ml de tampon como
recomienda el fabricante.

Purificacion en placa del virus: Las monocapas confluentes de células MA 104 en placas de cultivo celular de 10 cm
se sembraron 48 horas antes de infectarse con el virus respectivo a diluciones de diez veces de 10" a 10*. Las
células se incubaron durante 1 hora con las diluciones de virus que luego se eliminaron, y las células se recubrieron
con 30 ml de medio de MA 104 que contenia 5% de metilcelulosa (Sigma). Las placas se recogieron después de
cinco a siete dias y se transfirieron a monocapas de MA 104 en placas de 24 pocillos. Los virus de estas placas se
recogieron a aproximadamente 50% de CPE y se sometieron a posteriores analisis.

Ensayo de inmunofluorescencia: Las células se fijaron a -20°C durante 15 min usando acetona:metanol (1:1) frio en
hielo y después se secaron al aire. Después de la rehidratacion en PBS, las células se incubaron con el anticuerpo
monoclonal especifico del PRRSV SDOW17 (Rural Technologies Inc., EE.UU.) diluido 1:1000 en PBS durante 1
hora. Después de 3 lavados con PBS, las células se incubaron con anticuerpo secundario de cabra conjugado con
anti-FITC de raton (Dianova, Hamburgo, Alemania) (1:150 en PBS) durante otra hora. Después de 3 lavados finales
con PBS, las células se recubrieron con disolucion de glicerina:PBS (1:1) y se sometieron a microscopia de
inmunofluorescencia.

nRT-PCR de diagnostico: Puede llevarse a cabo un diagnostico de RT-nPCR para comprobar las muestras para la
presencia del virus PRRSV-EU.

Una RT-nPCR de diagnoéstico a modo de ejemplo puede llevarse a cabo con el kit Titan One Tube (Roche Molecular
Biochemicals) del siguiente modo: [5 ml de preparacion de ARN total, 1* tampén de RT-PCR, dNTPs 0,4 mM, 20
pmoles de cebadores PLS y PLR, ditiotreitol 5 mM, MgCl; 1 mM, 2,5-5 U de RNasin (Promega Ltd), 1-2,5 U de
mezcla de enzimas, ajustada a un volumen final de 25 ml con agua destilada tratada con DEPC]. Las condiciones de
ciclado rutinarias usadas pueden ser: 45°C durante 1 hora, 94°C durante 2 min y 30 ciclos de 94°C durante 30 s,
58°C durante 45 s y 68°C durante 45 s, etapa de extension final a 68°C durante 5 min. La reaccion de PCR anidada
se llevo a cabo con Qiagen Tag (Qiagen AG) del siguiente modo: [1 ml de producto de RT-PCR, 1*tampdn de PCR,
10 ml de disolucion Q, MgCl; 3,5 mM, dNTPs 0,3 mM, 20 pmoles de cada uno de los cebadores EU-7-n-s y EU-7-n-
as, 2,5 U de Taq polimerasa, ajustada a un volumen final de 50 ml con agua destilada]. Las condiciones de ciclado
fueron del siguiente modo: 7 ciclos a 94°C durante 1 min, 58°C durante 1 min y 72°C durante 1 min, seguido de 30
ciclos a 94°C durante 1 min y 70°C durante 1,5 min (sin etapa de hibridacién), etapa de extension final a 70°C
durante 5 min.

Secuenciacion de nucleétidos: La secuenciacion de nucleétidos puede realizarse en los productos de PCR anidada
que se habian generado con cebadores que contenian una marca M13, tanto directamente a partir de la reaccion de
PCR como a partir de productos de PCR que se habian escindido de geles de agarosa y purificado con el kit de
extraccion en gel JETsorb (Genomed). La secuenciacion se hizo usando el secuenciador automatico LI-COR DNA
Analyzer GENE READIR 4200® (LI-COR Inc., Lincoln, Nebr., EE.UU.). Las secuencias de nucledtidos y de
aminoacidos deducidas pueden analizarse con AlignIR®, vs1.1 (LI-COR Inc., Lincoln, Nebr., EE.UU.) y el paquete de
software DNASIS.RTM. 2.6 (Hitachi Software Genetic Systems Inc., San Francisco, EE.UU.).

Ejemplo 4: Determinacion de la secuencia del genoma de longitud completa del PRRSV 94881

El presente ejemplo muestra la determinacion de las secuencias de nucledétidos del genoma de longitud completa de
la cepa 94881 atenuada y su cepa parental 94881, pase 5. Estas secuencias no mostraron ninguna posicion de
nucledtidos confusa que indicara la presencia de un contenido virico homogéneo. La comparacion del virus de
siembra maestro 94881 con el virus de Lelystad (LV) de la cepa del virus de referencia europea reveld6 homologias
de nucledtidos que oscilaban de 85,40 a 95,09 por ciento en los 8 genes viricos diferentes e identidades de
aminoacidos de 86,39 a 97,27 por ciento entre ambas cepas de virus. Pudieron identificarse dos deleciones en el
ORF 1a del MSV 94881 en comparacion con LV. La comparacion entre el virus de siembra maestro 94881 y su cepa
parental, pase 5, mostré 26 intercambios de nucleétidos entre ambos, produciendo un numero total de 14
intercambios de aminoacidos.

Para la determinacion de secuencias del genoma de longitud completa del virus de siembra maestro 94881 se
realizd un nimero total de 1 transcripcion inversa, 17 PCR externas y 58 PCR internas, resultando 40 productos de
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PCR que se usaron para la secuenciacion. En el caso de 94881, pase 5, se realizaron 1 transcripcion inversa, 17
PCR externas y 67 PCR internas, resultando 40 productos de PCR, por tanto, se usé para la secuenciacion.

Los analisis del alineamiento de secuencias de solapamiento produjeron una secuencia de longitud completa de
14843 nucledtidos para ambas cepas aisladas de virus que comprendian los marcos de lectura abiertos completos
(ORF) 1a a 7, cada una. Adicionalmente pudieron determinarse los 177 nucleétidos de la region sin traducir en 5' (5'-
NTR) y 43 nucledtidos de la region sin traducir en 3' (3-NTR), cada una. En comparacion con la cepa aislada del
virus de referencia del PRRSV europea Lelystad (LV) (n° de acceso de GenBank M96262), 44 nucledtidos de 5-NTR
y 83 nucledtidos de 3'-NTR no pudieron determinarse ya que aquellas regiones se usaron para cebar las regiones de
hibridacion.

Las reacciones de secuenciacion produjeron para ambas cepas de virus una clara secuencia de nucleétidos sin
ninguna oscilacion o cualquier otra indicacion de una secuencia mixta. Después de la traduccion en aminoacidos, las
secuencias de aminoacidos claras sin ningin aminoacido cuestionable estuvieron disponibles para la comparacion
de secuencias del MSV 94881 con el LV y con la cepa parental 94881, pase 5. Se realizaron los alineamientos y las
comparaciones de las secuencias de nucleotidos entre el MSV 94881 y el virus de Lelystad y se mostré que habia
diferencias sustanciales al nivel de nucledtidos y aminoacidos. También se realizaron alineamientos entre MSV
94881 y su cepa parental, pase 5.

Las comparaciones de secuencias con LV produjeron homologias de nucleétidos de 85,40 a 95,09 por ciento en los
8 genes viricos diferentes e identidades de aminoacidos de 86,39 a 97,27 por ciento entre ambas cepas de virus.
Pueden identificarse dos deleciones en el ORF 1a de MSV 94881 en comparacioén con LV. Una delecién de 138
nucledtidos se localiza en la posicion 2154 a 2292 del LV y hace que falten 46 aminoacidos. En la posicion 2686 a
2688 oftro triplete esta delecionado, haciendo que falte el aminoacido fenilalanina. Una disposicién de todas las
homologias de nucledtidos e identidades de aminoacido entre LV y ambas cepas de 94881 se muestra en la Tabla
4.1.

Tabla 4.1: Disposicion de comparaciones de secuencias de nucledtidos y de aminoacidos del virus de siembra
maestro 94881 con el virus de referencia europeo el virus de Lelystad

ORF Longitud del N° de Homologia N° de Identidad de
gen desviaciones de genética con desviaciones de aminoacidos
virico/proteina nucleétidos con respecto al virus aminoacidos con | con respecto al
virica respecto al virus de Lelystad en respecto al virus virus de
nn/aa de Lelystad porcentaje de Lelystad Lelystad en
5-NTR 177/ --- 9 94,92
1a 7050** / 2349 1050 85,40 326 86,39
1b 4392/ 1463 346 92,12 40 97,27
2 750/ 249 67 91,07 23 90,76
3 798 / 265 72 90,98 28 89,43
4 552 /183 52 90,58 23 87,43
5 606 / 201 58 90,43 23 88,56
6 522 /173 26 95,02 5 97,11
7 387 /128 19 95,09 9 92,97
3-NTR 44%**] —-- 2 95,45

NTR: region sin traducir

* = Sélo se compararon 177 nucleétidos entre el virus de Lelystad y MSV 94881. Los 44 nucleétidos restantes,
localizados en la direccion 5', no se habian determinado.

** = La cepa aislada del MSV 94881 muestra dos deleciones en ORF 1a, una con 138 nucleétidos y una con 3
nucledtidos, respectivamente. Las secuencias de nucleotidos y de aminoacidos completas del virus de referencia LV
se usaron para la homologia y los calculos de identidad, las deleciones se evalian como desviaciones. La longitud
del gen virico correspondiente de LV es 7191 nucleétidos y la poliproteina correspondiente de 2396 aminoacidos, los
calculos de homologia genética y la identidad de aminoacidos se refieren a los niumeros de 7191 nucleétidos y 2396
aminoacidos, respectivamente.

*** = So6lo se compararon 44 nucleétidos entre el virus de Lelystad y el MSV 94881. Los 83 nucleodtidos restantes,
localizados en la direccion 3', no se habian determinado.

La comparacion de secuencias de las secuencias de nucledtidos de longitud completa del 94881 virus de siembra
maestro y la cepa parental 94881, pase 5, revelaron un nimero total de 26 intercambios de nucledtidos entre ambos.
Los intercambios de nucledtidos se distribuyeron del siguiente modo: 15 en ORF 1a, 4 en ORF 1b, 2 en ORF 2,
ninguno en ORF 3, 1 en ORF 4, 3 en ORF 5, 1 en ORF 6 y ninguno en ORF 7. Estos intercambios de nucledtidos
produjeron un numero total de 14 intercambios de aminoacidos que se distribuyeron del siguiente modo: 8 en la
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poliproteina 1a, 1 en la poliproteina 1b, 1 en la glicoproteina 2, ninguno en la glicoproteina 3, 1 en la glicoproteina 4,
2 en la glicoproteina 5 y 1 en la proteina de la matriz. Ambas cepas mostraron las mismas deleciones en
comparacion con el virus de Lelystad en ORF 1a. Una disposicién de todos los intercambios de nucleotidos e
intercambios de aminoacidos resultantes que incluyen las posiciones en los genes viricos y las proteinas
correspondientes se muestra en detalle en la Tabla 4.2.

Ejemplo 5 — Cultivo del virus depositado y MSV

Como se ha observado anteriormente, 94881 parental (pase bajo) se depositd en la Coleccion europea de cultivos
celulares (ECACC) con el numero de acceso ECACC 11012501, el virus de siembra maestro 94881 (MSV) se
deposité en la Coleccion europea de cultivos celulares (ECACC) con el niumero de acceso ECACC 11012502. Las
condiciones de crecimiento y cultivo para el virus parental y el MSV se proporcionan en el presente ejemplo.

94881 parental: Es un virus de un genotipo que es PRRSV tipo 1, ya que tal es un PRRSV de genotipo europeo. El
virus tiene un huésped porcino. El virus parental depositado en 11012501 se depositdé a un titulo de 5,81 log10
TCIDso/ml. Las células huésped para la propagacion de virus son células MA 104. Estas células se cultivan en medio
esencial minimo (MEM) con 3,7 g/l de bicarbonato sédico que contiene 6% de suero bovino fetal irradiado a 37 +
1°C. Las células se siembran en placa en matraces T (75 cm?) con una densidad de siembra de 2 x 10*a 2 x 10°
células/cm? y se cultivan durante 3 a 7 dias hasta 100% de confluencia antes del pase. Para el crecimiento del virus,
el virus se anade a las células a una MOI de 0,001-0,01 en matraces T. Las células infectadas estan a una
confluencia de aproximadamente 80-100% normalmente 1-3 dias después de la siembra de las células. Las células
infectadas se cultivan a 37 + 1°C durante 3-10 dias después de la infeccion y luego se recoge el virus. La cosecha
se realiza cuando las células de la monocapa presentan aproximadamente 80-100% de efecto citopatico (CPE) 3-10
dias después de la infeccion. El sobrenadante de cultivos de tejido de MA104 infectado (medio gastado + PRRSV de
un cultivo con 80-100% de CPE) se recoge y contiene el virus que se ha propagado. Este sobrenadante puede
almacenarse a -70°C/-80°C durante varios meses hasta su uso. El virus se evalla para TCIDsy con el calculo de
Spearman y Kaerber para determinar log10 TCIDso/ml de muestra.

Virus de siembra maestro (MSV) 94881 para vacuna (pase alto): Es un virus de un genotipo que es PRRSV tipo 1,
ya que tal es un PRRSV de genotipo europeo. El virus tiene un huésped porcino. El MSV depositado en 11012502
se depositd a un titulo de 6,43 log10 TCID50/ml. Las células huésped usadas para la propagacion del MSV son
células MA 104. Estas células se cultivan en medio esencial minimo (MEM) con 1,4 g/l de bicarbonato sédico y que
contiene 10% de suero bovino fetal irradiado a 36 + 2°C. Las células se siembran en placa en matraces T (75-150
cm?) o botellas rotatorias de 850 cm? con una densidad de siembra de 1 x 10* a 1 x 10% células / cm? y se cultivan
durante 3 a 7 dias hasta 100% de confluencia antes del pase. Para el crecimiento del virus, el virus se afade a las
células a una MOI de 0,001-0,01 en matraces T o botellas rotatorias. Las células infectadas estan a una confluencia
de aproximadamente 80-100% normalmente 1-3 dias después de la siembra de las células. Las células infectadas
se cultivan a 36 *+ 2°C durante 3-14 dias después de la infeccion y luego se recoge el virus. La cosecha se realiza
cuando las células de la monocapa presentan aproximadamente 80-100% de efecto citopatico (CPE) 3-14 dias
después de la infeccion. El sobrenadante de cultivos de tejido de MA104 infectado (medio gastado + PRRS de un
cultivo con 80-100% de CPE) se recoge y contiene el virus que se ha propagado. Este sobrenadante puede
almacenarse a 2-8°C durante 5-10 dias, -70°C durante varios meses hasta su uso. El MSV se evalla para TCIDsg
con el calculo de Reed y Muench para determinar log10 TCID50/ml de muestra.

Tabla 4.2: Disposicion de comparaciones de secuencias de nucledtidos y de aminoacidos del virus de siembra
maestro 94881 con respecto a la cepa parental 94881

ORF N° de Posicion Intercambio Sinénimo / N° de Posicion Intercambio
nucleoétidos en el gen (nn) de la no sinénimo | aminoacidos enla (aa) de la
que se virico cepa que se proteina cepa
desvian parental a desvian virica parental a
MSV MSV
1a 15 309 CaT sinénimo 8 - -
753 GaT no sinénimo 251 EaD
1474 GaA no sinénimo 492 Val
1789 GaA no sinénimo 597 Val
2094 CaT sinénimo - -
2987 TaC no sinénimo 996 LasS
3034 AaG no sinénimo 1012 TaA
3065 AaG no sinénimo 1022 EaG
3736 AaG no sinénimo 1246 TaA
3966 CaT sinénimo - -
4101 TaC sinénimo - -

20




10

15

20

25

30

35

ES 2 692 809 T3

5803 CaT no sinénimo 1935 LaF
6354 TaG sinénimo - -
6519 CaT sinénimo - -
6588 TaC sinénimo - —
1b 4 591 TaC sinénimo 1 - —
1833 CaT sinénimo - -
1932 CaT sinénimo - -
3682 GaA no sinénimo 1228 Val
2 2 13 CaT no sinénimo 1 5 HtoY
195 CaT sinénimo - -
1 529 TacC no sinénimo 1 177 FalL
3 109 AaG no sinénimo 2 37 NaD
364 CaT no sinénimo 122 LaF
570 CaT sinénimo - -
6 1 214 CaT no sinénimo 1 72 LaF
7 0 0

Ejemplo 6: Estudio de MID en cerdas jovenes de la MLV contra el 94881 del PRRS
Sumario

El objetivo de este estudio de exposicion a vacunacion fue evaluar la dosis de inmunizacion minima (MID) de la cepa
aislada 94881 derivada de europea de la vacuna del sindrome reproductor y respiratorio porcino, virus vivo
modificado, cédigo 19T1.U_ (MLV contra el 94881 del PRRS) en cerdas jovenes. Se administraron dos niveles de
titulos diferentes a cerdas jévenes seronegativas para PRRS aproximadamente 28 dias antes del celo (Dia 0; DO0),
las cerdas jovenes se expusieron a una cepa aislada europea heteréloga del PRRSv a aproximadamente 90 dias de
gestacion (D118) y las cerdas jovenes se evaluaron para el niumero total de lechones nacidos vivos o porcentajes de
lechones nacidos vivos y lechones destetados a los 20 dias de edad para determinar la MID. En el tiempo de
exposicion en el Dia 118 (D118), el grupo de control de exposicion consistio en 8 cerdas jovenes prefiadas (Grupo 1,
placebo), el grupo de titulo bajo consistié en 8 cerdas jovenes prefiadas (Grupo 2, 1 x 10%*3 TCIDso/dosis), el grupo
de titulo alto consistié en 8 cerdas jovenes prefiadas (Grupo 3, 1 x 103% TCIDs¢/dosis) y el grupo de control negativo
consistié en 5 cerdas jovenes prefiadas (Grupo 4, placebo, no expuesto).

Tanto los grupos de titulo bajo como de titulo alto se asociaron a mayores porcentajes de lechones vivos por
camada en el parto (P<0,0455) y mayores porcentajes y numeros de lechones vivos por camada en el destetamiento
(P<0,0203) en comparacion con el grupo de control de exposicion.

Con respecto a los parametros de eficacia de apoyo, el grupo de dosis alta se asocié a un mayor porcentaje y
numero de lechones sanos por cerda joven en el parto (P<0,0211), un menor porcentaje y numero de fetos débiles y
momificados (P<0,0090), un menor porcentaje de cerdas jovenes positivas por g°PCR y menor carga virica en cerdas
jovenes después de la exposicion en D125, DOF 0 y DOF+13 (P<0,0155), un menor porcentaje de lechones por
cerda joven positiva por gPCR y menor carga virica en lechones en DOF 0 (P<0,0030), un menor porcentaje de
lechones por cerda joven con enfermedad clinica (P<0,0001) y mayores pesos corporales de los lechones en
DOF+20 y ADWG (P<0,0013) en comparacion con el grupo de control de exposicion.

El grupo de dosis baja se asocioé a un mayor porcentaje de lechones sanos por cerda joven en el parto (P=0,0138),
un menor porcentaje y nimero de fetos momificados (P<0,0190), un menor porcentaje de cerdas jovenes positivas
por qPCR y menor carga virica en cerdas jovenes después de la exposicion en D125, D132, DOF 0 y DOF+13
(P<0,0290), un menor porcentaje de lechones por cerda joven positiva por g°PCR en DOF 0 (P=0,0381), un menor
porcentaje de lechones por cerda joven con enfermedad clinica (P<0,0001) y mayor peso corporal de los lechones
en DOF+20 y ADWG (P<0,0028) en comparacion con el grupo de control de exposicion.

En conclusion, el objetivo del estudio se cumplié y los datos de este estudio establecen la MID de MLV contra el
PRRSV 94881 en cerdas jovenes como 1 x 10243 TCIDso/2 ml. Ademas, este estudio establece la duracion de la
inmunidad (DOI) en cerdas jévenes en aproximadamente 4 meses.

Objetivo(s)/fin del estudio

El objetivo de este estudio de exposicion a vacunacion era evaluar la dosis de inmunizacion minima (MID) de la cepa
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aislada 94881 derivada de europea de la vacuna del sindrome reproductor y respiratorio porcino, virus vivo
modificado, codigo 19T1.U_ (MLV contra el 94881 del PRRS), a dos niveles de titulos diferentes (Grupo 2, titulo
bajo; Grupo 3, titulo alto), administrada a cerdas jovenes seronegativas para PRRS antes del celo para proporcionar
mayores porcentajes de lechones nacidos vivos y lechones destetados a los 21 dias de edad, tras la exposicion de
cerdas jovenes a una cepa aislada europea heterdloga del virus del sindrome reproductor y respiratorio porcino
(PRRSv) a aproximadamente 90 dias de gestacion. El criterio primario para satisfacer este objetivo fue que uno o
ambos grupos de vacunas debian demostrar porcentaje o nimero relevantemente mayor de lechones nacidos vivos
y lechones destetados a los 20 dias de edad (DOF +20) en comparacion con el grupo de control de exposicion
(Grupo 1).

Otros parametros analizados entre los grupos de vacunas y el grupo de control de exposicion incluyeron
evaluaciones clinicas de cerdas jévenes después de la vacunacion, serologia del PRRS de cerdas jovenes, viremia
de cerdas jovenes, observaciones clinicas de cerdas jovenes, viremia de lechones, lechones totales por camada,
lechones sanos vivos por camada, lechones vivos débiles por camada, momias por camada, lechones nacidos
muertos por camada, lechones aplastados/mortalidad por camada, observaciones clinicas de lechones y aumento
de peso diario promedio (ADWG) de lechones. Estos parametros se analizaron como parametros de apoyo y no
sirvieron de parametros primarios para satisfacer el objetivo del estudio.

Programa de acontecimientos

Tabla 6.1 Programa de acontecimientos de cerdas jovenes

Dia(s) de estudio

Fechas

Acontecimiento clave del estudio

261

20-Jul-2010 a 21-Jul-2010

Examen de salud

-1a21

21-Jul- 2010 a 12-Ago-2010

Grupos 1-4: Evaluaciones clinicas diarias

0

22-Jul-2010

Grupos 1-4: Recogida de sangre; vacunacion de grupos 1y 4
con producto de control (CP); vacunaciéon del grupo 2 con
producto veterinario en investigacion (IVP) n° 1 (grupo de
vacunas de titulo bajo); y vacunacion del grupo 3 con IVP n° 2
(grupo de vacunas de titulo alto)

8 a21

30-Jul-2010 a 12-Ago-2010

Grupos 1-4: Tratamiento de cerdas jévenes una vez al dia con
Matrix™ para sincronizar los ciclos de celo

7,14,21,56y 84 29-Jul-2010, 05-Ago-2010, | Grupos 1-4: Recogida de sangre
12-Ago-2010, 16-Sep-2010,
14-Oct-2010
22a113 13-Ago-2010 a 12-Nov-2010 | Grupos 1-4: Evaluaciones clinicas al menos tres veces a la
semana
26 a 32 17-Ago-2010 a 23-Ago-2010 | Grupos 1-4: Observacion para la deteccion de calor y cerdas
jovenes en celo por inseminacion artificial (Al)
84 14-Oct-2010 Grupos 1-4: Embarazo comprobado por ultrasonidos

116 a 20 dias
después del parto

15-Nov-2010 a 05-Ene-2011

Grupos 1-4: Observaciones clinicas, registro de abortos,
lechones nacidos muertos, momias, lechones vivos, lechones
nacidos débiles

118 (aprox. 90 | 17-Nov-2010 Grupos 1-4: Recogida de sangre
dias de gestacion) Grupos 1-3: Exposicion a la cepa aislada del PRRSv 190136
125, 132, parto/ 24-Nov-2010, 01-Dic-2010, | Grupos 1-4: Recogida de sangre

aborto (DOF*),
DOF +7, DOF +13

03-Dic-2010 a 16-Dic-2010,
10-Dic-2010 a 23-Dic-2010,
16-Dic-2010 a 29-Dic-2010

DOF+20 23-Dic-2010 a 05-Ene-2011 Grupos 1-4: Recogida de sangre de las cerdas jovenes
restantes; sacrificio de las cerdas jovenes restantes;
eliminacién

DOF+20 o | 25-Dic-2010 a 05-Ene-2011 Grupos 1-4: Sacrificio de las cerdas jévenes restantes;

después eliminacioén

*DOF = Dia del parto
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Tabla 6.2 Programa de acontecimientos de lechones

Dia(s) de estudio Fechas Acontecimiento clave del estudio
DOF 03-Dic-2010 a 16-Dic- | Todos los lechones muertos: Se pesan; se les hace la autopsia;
2010 recogida de sangreffluido corporal si es posible; recogida de
muestras de pulmén
Todos los lechones vivos: Se pesan; recogida de sangre (pre-
colostral o peri-natal (en el plazo de 12 horas desde el nacimiento))
DOF +1 a DOF | 04-Dic-2010 a 05-Ene- | Todos los lechones vivos: Observaciones clinicas
+20 2011 Lechones muertos: Se pesan; se les hace la autopsia; recogida de
sangre/fluido corporal si es posible; recogida de muestras de
pulmoén
DOF +7 10-Dic-2010 a 23-Dic- | Todos los lechones vivos: Recogida de sangre
2010
DOF +13 16-Dic-2010 a 29-Dic- | Todos los lechones vivos: Recogida de sangre
2010
DOF +20 23-Dic-2010 a 05-Ene- | Todos los lechones vivos: Se pesan; recogida de sangre;
2011
DOF+20 o | 25-Dic-2010 a 05-Ene- | Lechones del Grupo 1-3: Sacrificio de los lechones restantes,
después 2011 eliminacion;
Lechones del Grupo 4: Se asignan a otro proyecto de BIVI

Diseno del estudio

Tabla 6.3 Disefo del estudio

Grupo Numero de Tratamiento en DO Numero Exposicion en D118 a 6,0
cerdas (aproximadamente 28 dias antes de cerdas | ml (2 ml/orificio nasal; 2 ml
jovenes en del celo) jovenes IM) de 1 x 10%3° TCIDso de
DO en D118 PRRSv 190136
1 2,0 ml IM de producto de control
(grupo de (placebo del mismo producto sin ,
control de 28 MLV contra el 94881 del PRRS) 16 Si
exposicion)
2 2,0ml IM de IVP n® 1 (1 x 10243
(grupo de 28 TCIDso de MLV contra el 94881 del 16 Si
titulo bajo) PRRS)
3 2,0ml IM de IVP n° 2 (1 x 10390
(grupo de 28 TCIDso de MLV contra el 94881 del 16 Si
titulo alto) PRRS)
4 2,0 ml IM de producto de control
(grupo de 10 5 No
control
negativo)

Criterios de cegado

El investigador del estudio y los representantes fueron cegados con respecto a las cerdas jovenes asignadas a los
Grupos 1-4. Para mantener el cegado del investigador del estudio y los representantes, una persona que no recogia
los datos administré los IVP y el CP a las cerdas jévenes asignadas en DO. El personal del laboratorio se cego al
tratamiento de recibia cada cerda joven mientras que realizaban sus tareas respectivas.

Materiales

Producto veterinario en investigacion (ivp) y producto de control (cp)
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Tabla 6.4 Productos veterinarios en investigacion (IVP)

Nombre del

producto genérico:

Sindrome reproductor y respiratorio porcino, virus vivo modificado

Cepa aislada:

Cepa aislada 94881

Formulacion:

El protocolo de lotes del fabricante (MBP) para la vacuna MLV contra el 94881 del PRRS,
lote 390-005 (torta), se presenta en el Apéndice 1. El MBP para el diluyente con adyuvante
de carbopol estéril, lote 808-002 (diluyente), se presenta en la Seccién 15.1, Apéndice 1. DO
justo antes de la vacunacion, BIVI-Ames reconstituy6/diluyd la vacuna MLV contra el 94881
del PRRS, lote 390-005, con diluyente con adyuvante de carbopol estéril, lote 808-002, para
formular los dos IVP. IVP n° 1 se formulé a un nivel de titulo elegido como diana de
aproximadamente 1 x 1030 TCIDso/2 ml y IVP n® 2 se formulé a un nivel de titulo elegido
como diana de aproximadamente 1 x 10*® TCIDso/2 ml. Un volumen adecuado de cada IVP
se formulé para la vacunacion y pruebas.

Lote de IVP / n° de
serie:

IVP n° 1: N270-142
IVP n° 2: N270-143

Fabricante: Boehringer Ingelheim Vetmedica, Inc.

2621 North Belt Highway

St. Joseph, MO 64506
Fecha de Se asignd una fecha de caducidad del 22 de julio de 2010 a cada IVP solo para fines de
caducidad: estudio.

Requisitos de
almacenamiento:

IVP rehidratado/diluido se almacend a 2-8°C o sobre hielo

Pruebas:

La MLV contra el 94881 del PRRS, serie 390-005, y el diluyente con adyuvante de carbopol
estéril, lote 808-002, fueron probados por BIVI-QC. Al principio y al final del método de
vacunacion se contactd con BIVI-Ames. BIVI-Ames probo6 antes y después de la vacunacion
alicuotas de cada IVP para el titulo de virus segun el Método de titulos de PRRSv (Seccion
15.1).

Resultados de las
pruebas:

Los resultados de las pruebas para la MLV contra el 94881 del PRRS, serie 390-005, y para
el diluyente con adyuvante de carbopol estéril, lote 808-002, fueron satisfactorios. IVP n° 1
tuvo un titulo promedio de 1 x 10243 TCIDso/2 ml y IVP n°® 2 tuvo un titulo promedio de 1 x
1030 TCIDso/2 ml

Transferencia de
IVP:

Dos viales que contenian 35 ml de cada IVP se transfirieron al sitio de estudio en DO justo
antes de la vacunacion.

Retencion de IVP:

Una muestra de retencion de cada IVP se guarda actualmente a -70 + 10°C en BIVI-Ames
hasta que se haya firmado el informe final.

Tabla 6.6 Producto de control (CP)

Nombre del producto

P Placebo

genérico:

Formulacion: La produccion de BIVI produjo producto de placebo liofilizado que contenia material
inerte que consistia en la serie de vacuna sin MLV contra el PRRSV 94881 (lote
N240-191-062409)
En DO, BIVI-Ames reconstituyé el lote N240-191-062409 con diluyente con
adyuvante de carbopol estéril, lote 808-002, para formular el CP, lote n® 270-141.

Fabricante: Boehringer Ingelheim Vetmedica, Inc.

2621 North Belt Highway
St. Joseph, MO 64506, EE.UU.

Numero de lote: N270-141
Fecha de caducidad: Se asigno una fecha de caducidad del 22 de julio de 2010 al CP soélo para fines de
estudio.

Condiciones de
almacenamiento:

Vacuna liofilizada: 2-8°C
CP rehidratado: 2-8°C o sobre hielo

Pruebas:

CP se probo por BIVI-QC para la esterilidad segun EP segin Resumen especial n® 96
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Resultados de las pruebas:

Se determiné que CP era estéril

Transferencia de CP:

Dos viales que contenian 50 ml cada uno de CP se transfirieron al sitio de estudio
en DO justo antes de la vacunacion.

Retencién de CP:

CP sdlo se formulo para el estudio y no se retuvo.

Material de exposiciéon

Tabla 6.7 Material de exposiciéon

Nombre/numero de la
cepa aislada

Virus del sindrome reproductor y respiratorio porcino

Localizacion y fecha
del aislamiento,
incluidos sintomas
clinicos

Cepa aislada 190136, pase 2. La cepa aislada n° 190136 se obtuvo del tejido de pulmon
de un lechén recién nacido de una granja que mostraba signos reproductivos tipicos de
PRRS (abortos en cerdas jovenes y debilidad en lechones recién nacidos) durante un
brote en baja Sajonia, Alemania, en abril de 2004. Los veterinarios enviaron las muestras
a BioScreen (la muestra llegé el 21 de abril de 2004). La cepa aislada n® 90136 podria
propagarse directamente en células AK-MA104.

Formulacion:

El virus de exposicion se descongeld y se diluyé con MEM (medio esencial minimo) a un
titulo elegido como diana de aproximadamente 1 x 10% TCIDso/3 ml en D118. Se preparo
un volumen adecuado de material de exposicién. Se tomaron dos alicuotas del material
de exposicion.

Numero de lote:

N289-034

Fabricante:

Boehringer Ingelheim Vetmedica, Inc. — EE.UU.

Condiciones de
almacenamiento

Se almacend material de exposicion a granel a -70 + 10°C. Una vez preparado, el
material de exposicién diluido se mantuvo sobre hielo hasta que se administré.

Pruebas:

Al principio y al final del método de exposicion se contactd con BIVI-Ames. El personal del
laboratorio de BIVI-Ames probd antes y después de la exposicion alicuotas para el titulo
de virus segun el Método de titulos de PRRSv

Resultados de las
pruebas:

El material de exposicion tuvo un titulo medio de 1 x 10%3° TCIDs0/6 ml de dosis

Transferencia del
material de exposicion:

Tres viales que contenian 101 ml cada uno de material de exposicién se transfirieron al
sitio de estudio en D118 justo antes de la administracion.

Via de administracion

2,0 ml/orificio nasal y 2,0 ml IM en el cuello izquierdo (administrado a todas las cerdas
jovenes en los Grupos 1, 2y 3 en D118).

Retencion del material
de exposicion:

El material de exposicion sélo se formul6 para este estudio y no se retuvo.

Tratamientos adicionales

Matrix™ (6,8 ml; Alternogest; Intervet/Schering Plough Animal Health) se administré6 a cada pienso para cerdas
jovenes de D8 a D21 para sincronizar los ciclos de celo.

Se administré oxitocina (VetTek) en el parto para ayudar a las cerdas jovenes con el parto, pero no para iniciar el
parto. En el parto, todos los lechones vivos recibieron 1,0 ml de inyeccion de hierro (Phoenix o Durvet), IM, en el
jamoén derecho para prevenir anemia por deficiencia de hierro poco después del nacimiento. Adicionalmente, todos
los lechones vivos recibieron gentamicina (SparHawk Laboratories Inc) como un frotamiento preventivo poco
después del nacimiento. Todos los tratamientos se registraron en el cuaderno de recogida de datos del tratamiento
bioldgico y farmacéutico.

Tratamientos
Justificacion de la dosificacion

Cada IVP se administré como una dosis de 2,0 ml a cerdas jévenes asignadas para evaluar la MID de MLV contra el
94881 del PRRS. Una dosis de 2,0 ml del CP se administro a cerdas jovenes asignadas a los Grupos 1y 4.

Pauta de dosificacion

En DO, una persona que no recogia los datos del estudio administré cada IVP o CP a cada cerda joven respectiva IM
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en la region derecha del cuello usando una jeringuilla Luer-lock de 3,0 ml estéril y una aguja de 18g x 1 pulgada
(2,54 cm) estéril. La pauta de dosificacion se muestra a continuacion en la Tabla 6.8.

Tabla 6.8 Pauta de dosificacion

Grupo Numero Tratamiento Dosis/via Dia de estudio
1 28 CP 2,0mlIM DO
2 28 IVP n° 1 (dosis de titulo bajo) 2,0mlIM DO
3 28 IVP n° 2 (dosis de titulo alto) 2,0mlIM DO
4 10 CP 2,0mlIM DO

Métodos y precauciones para el personal del estudio

El personal que administra los IVP, el CP y el material de exposicion se adhirié a precauciones de seguridad y vistio
equipo de proteccion personal como se explica resumidamente para el sitio del estudio especifico.

Informacién sobre los animales

Detalles de los animales del estudio

Tabla 6.9 Informacion sobre los animales

Fuente:

Wilson Prairie View Farms
N5627 Highway DD
Burlington, WI 53105

Numero de cerdas
jovenes:

94

Fecha de llegada:

Las cerdas jovenes llegaron a las instalaciones de Veterinary Resources, Inc. en dos
envios el 15 de julio de 2010 (D-7) y el 20 de junio de 2011 (D-2).

Identificacion: Oreja etiquetada individualmente con un Unico numero
Especie: Porcina

Raza: Cruzada comercial

Sexo: Hembras

Intervalo de edad:

Aproximadamente 8 meses de edad en DO

Propietario de los animales
de prueba:

Boehringer Ingelheim Vetmedica, Inc.

Estado fisiologico:

Todas las cerdas jovenes fueron seronegativas por ELISA para PRRS en DO. Las
cerdas jovenes seleccionadas para la asignacion al estudio fueron observadas por el
investigador del estudio en D-2 o D-1 y determin6 que estaban en buen estado de

salud y nutricional.

Resultados del embarazo:

Las cerdas jovenes se comprobaron para el embarazo en D84.

Asignaciones de cerdas
jovenes a grupos en DO

Grupo 1 (n=28): 1, 3, 5, 6, 8, 11, 15, 18,
19, 34, 35, 39, 40, 52, 54, 68, 79, 82, 88,
90, 95, 96, 98, 101, 102, 107, 109y 110

Grupo 2 (n=28): 12, 26, 31, 32, 41, 47, 49,
56, 58, 59, 60, 64, 67, 69, 70, 72, 73, 75,
76, 77,78, 85, 89, 93, 94, 100, 103 y 104

Grupo 3 (n=28): 2, 7, 14, 22, 23, 25, 27,
28, 30, 33, 36, 42, 46, 48, 51, 53, 57, 61,
62, 65, 66, 80, 84, 86, 91, 92, 105y 106

Grupo 4 (n=10): 4, 10, 13, 16, 17, 20, 21,
24,29y 108

N° de cerdas jovenes a
grupos restantes en el
estudio en D118

Grupo 1 (n=16): 1, 6, 11, 18, 19, 40, 54,
68, 79, 82, 88, 95, 96, 98, 102y 107

Grupo 2 (n=16): 12, 26, 31, 32, 41, 47, 49,
58, 64, 67, 72, 85, 89, 93, 100 y 104

Grupo 3 (n=16): 7, 14, 23, 27, 33, 36, 46,
48, 57, 61, 62, 65, 66, 84, 92 'y 106

Grupo 4 (n=5): 4, 13,16, 17 y 108

Criterios de inclusion/exclusion

Todas las cerdas jovenes enroladas en este estudio fueron negativas por ELISA para PRRS, sin reproducir y
estuvieron sanas en el momento de la vacunacién como se ha determinado por observacion.
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Descarte después de la inclusion de cerdas jévenes

Cinco (5) cerdas jovenes del Grupo 1 (n° 5, 15, 34, 35y 52), dos (2) cerdas jovenes del Grupo 2 (n° 77 y 94), tres (3)
cerdas jovenes del Grupo 3 (n° 2, 25 y 30) y una (1) cerda joven del Grupo 4 (n° 20) no mostraron celo y
posteriormente no se reprodujeron. Estas cerdas jovenes se sacaron del estudio en D47.

Dos (2) cerdas jovenes del Grupo 1 (n°® 109 y 110), nueve (9) cerdas jévenes del Grupo 2 (n° 56, 59, 60, 69, 73, 75,
76, 78 y 103), cuatro (4) cerdas jévenes del Grupo 3 (n° 22, 28, 51 y 53) y una (1) cerda joven del Grupo 4 (n° 21) se
sacaron del estudio en D89 debido a cojera, no estaban prefiadas o reproduccion tardia.

El protocolo del estudio establecié que si > 16 cerdas jovenes prefiadas por grupo para los Grupos 1-3 estaban
todavia en el estudio antes de la exposicion, se seleccionarian aleatoriamente cerdas jovenes para ser sacadas del
estudio; quedando asi 16 cerdas jovenes prefiadas por grupo para los Grupos 1-3. Cinco (5) cerdas jovenes del
Grupo 1 (n° 3, 8, 39, 90 y 101), una (1) cerda joven del Grupo 2 (n° 70) y cinco (5) cerdas jovenes del Grupo 3 (n°
42, 80, 86, 91 y 105) se sacaron del estudio en D104 basandose en las aleatorizaciones por el estadistico o
seleccion por personal que no es del estudio, reduciéndose el tamafio del grupo a 16 cerdas jovenes para los
Grupos 1-3.

Debido a limitaciones de espacio, el investigador del estudio solicité que el tamafio del Grupo 4 se redujera de ocho
(8) a cinco (5). El estadistico seleccion6 aleatoriamente tres (3) cerdas jovenes (n° 10, 24 y 29) para ser sacadas del
estudio, que se sacaron en D109.

Manipulacion y alojamiento de los animales
Alojamiento de los animales

Cerdas jovenes con titulo bajo de IVP se alojaron en las Habitaciones 1y 2, y cerdas jovenes con titulo alto de IVP
se alojaron en las Habitaciones 3 y 4, en el Edificio CB en VRI-Cambridge a partir de D-1 para completar el estudio.
Las cerdas jovenes asignadas a los grupos de control de exposicién y de control negativo se alojaron en una Unica
habitacion en VRI-Risdal de D-1 a D85. En D85, el resto de las cerdas jovenes en los grupos de control de
exposicion y de control negativo se movieron a VRI-Cambridge. Dieciséis (16) cerdas jovenes de control de
exposicion se alojaron en el Edificio CB, Habitaciones 5-8, y ocho (8) cerdas jéovenes de control negativo se alojaron
en el Edificio CA, Habitacion 12, para el resto del estudio. De D85 en adelante, cada habitacion fue idéntica en
distribucion con dos filas de 4 cajones de parto por fila. Cada cajon contuvo una cerda joven y su progenie. Cada
cajon tenia aproximadamente 5 pies x 7 pies (1,5 m x 2,1 m) de tamafio, estaba elevada por encima del suelo,
paneles de barras metalicas para los lados y malla de plastico para el revestimiento del suelo. No hubo contacto
hocico con hocico entre cajones adyacentes. El suelo de cada cajon se lavo al menos una vez al dia para eliminar
excrementos y residuos. Cada habitacion tenia calefaccion y ventilacion separadas, previniéndose la contaminacion
cruzada de aire entre habitaciones. Cada habitacion se limpid y se desinfectd antes de uso para este estudio. El
personal de los servicios de animales se duchd y se puso ropas limpias antes de entrar en cada habitacion.

El aislamiento del grupo de tratamiento fue necesario en este estudio ya que es muy conocido dentro de la
comunidad cientifica que el PRRSv se propaga facilmente de cerdo a cerdo por diversos mecanismos que incluyen
la aerosolizacion. Esto incluye vacunas contra el PRRS vivas avirulentas ya que estos productos bioldgicos incluyen
particulas viricas atenuadas que imitan las caracteristicas del PRRS natural virulento sin la capacidad para producir
enfermedad. Los métodos apropiados fueron in situ para garantizar que se mantenia la bioseguridad y que los
animales vacunados no se contaminaban accidentalmente de forma cruzada con animales de control negativo sin
tratamiento previo contra el PRRSv no vacunados.

Cada habitacion en la instalacién tiene ventiladores y calefactores para ayudar en la suficiente circulacion y el
calentamiento del aire. El sistema de ventilaciéon es separado aunque idéntico para cada habitacion, por lo que el
aire no es compartido entre habitaciones. El pienso sdélido se almacend en bolsas, libres de bichos. El agua estaba a
voluntad de un pozo localizado en la instalacion para animales. Las cerdas jovenes se alimentaron con una racion
de gestacion o lactacion sin medicar comercialmente preparada (Heart of lowa Cooperative, Roland, 1A) apropiada
para su tamafo, edad y condicién.

Las cerdas jovenes tenian buen estado de salud y nutricional antes de iniciarse el estudio como se ha determinado
por el investigador del estudio. Durante el estudio se observaron dos cerdas jovenes con una leve cojera y se
observo una cerda joven con una hinchazon en la region izquierda del cuello. El investigador del estudio considerd
que todo esto eran condiciones no especificas que cominmente se producian en grupos de cerdas jovenes alojadas
en confinamiento. El investigador del estudio determiné que no se requerian tratamientos concomitantes para ningun
animal durante este estudio.

Todas las cerdas jovenes y sus cerdos asignados a los Grupos 1-3 fueron desechadas por incineracion comercial
después de la eutanasia. Las cerdas jovenes asignadas al Grupo 4 fueron desechadas procesandolas después de la
eutanasia. Los lechones del Grupo 4 no se sacrificaron y se desecharon, sino que se asignaron a otro proyecto de
BIVI. Ninguin producto alimenticio de los animales enrolados en este estudio entré en la cadena alimentaria humana.
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Evaluacion de la eficacia

Para evaluar la MID de MLV contra el 94881 del PRRS, el grupo de titulo bajo (Grupo 2) y el grupo de titulo alto
(Grupo 3) se expusieron en D118 y se evaluaron el rendimiento reproductivo y los lechones destetados después de
la exposicion. Los criterios primarios para satisfacer este objetivo fueron que uno o ambos grupos de vacunas
debian demostrar porcentaje o nimero estadisticamente mayor de lechones nacidos vivos y lechones destetados a
los 20 dias de edad (DOF +20) en comparacion con el grupo de control de exposicion (Grupo 1).

Otros parametros analizados para soportar la eficacia entre grupos de vacunas y el grupo de control de exposicion
incluyeron evaluaciones clinicas de cerdas jovenes después de la vacunacién, serologia del PRRS de cerdas
jovenes, viremia de cerdas jovenes, observaciones clinicas de cerdas jovenes después de la exposicion, viremia de
lechones en el parto, niumero total de lechones por camada, lechones sanos vivos por camada, lechones vivos
débiles por camada, momias por camada, lechones nacidos muertos por camada, lechones aplastados/mortalidades
por camada, observaciones clinicas de lechones y ADWG de lechones.

Criterios para una prueba valida

El grupo de control negativo (Grupo 4) no se incluyé en ninguin analisis. El grupo de control negativo se incluyé en el
estudio para demostrar que las cerdas jovenes fuente fueron negativas para PRRS en el momento en el que los
otros tres grupos se expusieron. Ademas, el grupo de control negativo tuvo que seguir siendo negativo para PRRS
hasta que se completara el estudio para excluir una posible introduccién de un PRRSv del campo o contaminacion
cruzada accidental de grupos expuestos.

Se requirié que todas las muestras de suero antes de la compra y en DO fueran negativas para anticuerpos del
PRRS. Las muestras de suero recogidas de los Grupos 1 y 4 hasta el dia de la exposicion y del Grupo 4 hasta que
se completara el estudio tuvieron que estar libres de anticuerpos del PRRS para que el estudio fuera valido.

Parametros de resultados primarios

Las variables de eficacia primaria para la evaluacion estadistica fueron lechones vivos por cerda joven en el
nacimiento (niumero medio o porcentaje) y lechones vivos por camada en DOF +20 (nimero medio y porcentaje).

9.2.1 Porcentaje de lechones vivos en el nacimiento por cerda joven

Los datos del parto se registraron para cada cerda joven durante el estudio. El dia del parto (DOF) para cada cerda
joven se definid como el dia en el que nacié el primer lechon. En el momento del parto, cada lechdn se clasificd en
una de cinco categorias enumeradas a continuacion en la Tabla 6.10. Un lechén vivo en el nacimiento se definio
como cualquier lechén que recibié una escala de observacion en el nacimiento como lechén vivo sano, lechén vivo
débil o lecho aplastado/mortalidad (la muerte debida a aplastamiento se confirmé en la autopsia como se ha descrito
mas adelante). Las observaciones se realizaron por el investigador del estudio o un representante y se registraron
en el cuaderno de recogida de datos del parto/procesamiento de la camada.

Tabla 6.10 Categorias del resultado del parto

Término Definiciéon

Momia Un feto momificado que no se ha desarrollado completamente y que presenta
una grave autolisis o un feto completamente desarrollado que presenta un
aspecto verde plomizo brillante y sin pelo o con muy poco pelo

Lechén nacido muerto Un lechén muerto completamente desarrollado con pelo

Lechén vivo débil Un lechoén delicado que no puede mamar ni caminar

Lechén vivo sano Un lechoén lactante sano que puede caminar

Aplastado/mortalidad Un lechén completamente desarrollado que parece haber muerto poco después

del parto debido a que ha sido aplastado por la cerda joven

Lechones vivos por camada en DOF +20

Los lechones se observaron para signos clinicos de enfermedad como se explica mas adelante en la Tabla 6.11 de
DOF+1 a DOF+20. Las observaciones se realizaron por el investigador del estudio o representantes y se registraron
en el cuaderno de recogida de datos de observaciones clinicas.
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Tabla 6.11 Sistema de puntuacién de observaciones clinicas

Respiracion Comportamiento Tos

0 = respiracion normal 0 = normal 0 = ninguna

1 = respiracion jadeante/rapida 1 = letargo de leve a moderado 1 = tos suave o intermitente

2 = disnea 2 = gravemente letargico o recostado 2 = tos aspera o grave, repetitiva
3 = muerto 3 = muerto 3 = muerto

Una puntuacion de observacion clinica total diaria se determind como una suma de las puntuaciones de respiracion,
comportamiento y tos por el estadistico usando el programa SAS. Cualquier lechén que recibid una puntuacion
clinica de cero a ocho en DOF+20 se evalué como vivo en DOF+20.

Parametros de apoyo

Otros parametros analizados entre grupos de vacunas y el grupo de control de exposicion incluyeron evaluaciones
clinicas de cerdas jovenes después de la vacunacion, serologia del PRRS de cerdas jovenes, viremia de cerdas
jovenes, observaciones clinicas de cerdas jovenes, viremia de lechones, lechones totales por camada, lechones
sanos vivos por camada, lechones vivos débiles por camada, momias por camada, lechones nacidos muertos por
camada, lechones aplastados/mortalidades por camada, observaciones clinicas de lechones y aumento de peso
diario promedio (ADWG) de lechones.

Evaluaciones diarias de las cerdas jovenes

Todas las cerdas jovenes se observaron una vez al dia de D-1 a D21 y de D22 a 115 al menos tres veces a la
semana para evaluaciones diarias después de la vacunacion por el investigador del estudio o representantes. Las
observaciones se registraron en el cuaderno de recogida de datos de la evaluacion diaria.

Serologia del PRRS en cerdas jovenes

Se recogi6é sangre venosa completa de cerdas jovenes antes de la compra y en DO, D7, D14, D21, D56, D84, D118,
D125, D132, DOF 0, DOF+7, DOF+13 y DOF+20. Las recogidas de sangre de cerdas jovenes en el momento del
parto/abortos (DOF 0) se realizaron inmediatamente después de completarse el parto/abortos o hasta 8 horas
después del parto/aborto.

Brevemente, se recogieron aproximadamente 10 ml de sangre de cada cerda joven en un tubo(s) separador(es) de
suero (SST) de tamafio apropiado. Se registraron las recogidas de muestras en el cuaderno de recogida de datos de
la recogida de muestras. Se dejo que la sangre coagulara a temperatura ambiente en los SST. Las muestras de
sangre recogidas los dias de diario se llevaron a BlVI-Ames el dia de la recogida. Las muestras de sangre recogidas
los fines de semanas fueron procesadas por el personal de VRI el dia de la recogida. Las muestras de suero en VRI
se mantuvieron a 2-8°C. En tanto BIVI-Ames como VRI, las muestras de sangre se centrifugaron y el suero se
recogio, se fracciono y se transfirio a tubos apropiados. Cada tubo se etiquetd con el nimero de ID de la cerda
joven, el numero de estudio, la fecha de recogida, el dia de estudio y el tipo de muestra. Las muestras de suero en
VRI fueron llevadas a BIVI-Ames lo antes posible. Un cuaderno de recogida de datos de la entrega de especimenes
completo se incluyd con cada envio. En BIVI-Ames, un conjunto de muestras de suero se mantuvo a 2-8°C y el otro
conjunto de muestras de suero se mantuvo a -70 + 10°C.

El conjunto de muestras de suero de cerdas jovenes mantenido a 2-8°C se probo por BIVI-Ames para anticuerpos
del PRRS. Los resultados se informaron como negativos (relacion S/P de ELISA de < 0,4) o positivos (relacion S/P
de ELISA de 20,4).

Observaciones clinicas de cerdas jovenes después de la exposicion

Se observaron cerdas jovenes para signos clinicos de enfermedad de D116 a DOF+20. Las observaciones se
realizaron por el investigador del estudio o representantes. Se observaron cerdas jévenes cada dia para respiracion,
comportamiento y tos basandose en el sistema de puntuacidon de observaciones clinicas explicado anteriormente en
la Tabla 6.11.

Viremia del PRRS en lechones

Se recogié sangre venosa completa de lechones en DOF 0, DOF+7, DOF+13 y DOF+20, o cuando un lechdn se
encontré muerto. Se prefirio la recogida de sangre pre-colostral de lechones recién nacidos, pero no fue obligatorio.
Si no pudo cogerse la sangre pre-colostral, fue permisible la sangre peri-natal en el plazo de 12 horas desde el
parto. Las muestras no recogidas antes de la primera lactancia se marcaron como “peri-natales” y se guardaron
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separadas de las muestras pre-colostrales.

Brevemente, se recogieron aproximadamente 2,0 a 2,5 ml de sangre de cada lechon vivo en un tubo(s)
separador(es) de suero (SST) de tamafio apropiado. Se recogieron un minimo de 5,0 ml de sangre de cada lechdn
en DOF +20 justo antes de la eutanasia. Se recogi6 sangre de cada momia o lechén nacido muerto, o si la sangre
no pudo recogerse de un feto muerto se recogié liquido toracico o abdominal. Se registraron las recogidas de
muestras en el cuaderno de recogida de datos de la recogida de muestras.

Aumento de peso diario promedio del lechén

Los lechones individuales se pesaron en DOF 0 y DOF+20, o en el dia en el que un lechén se encontré muerto, por
el investigador del estudio o representantes. Los pesos corporales individuales en DOF 0O se registraron en el
cuaderno de recogida de datos del parto/procesamiento de la camada y los pesos corporales después de DOF 0 se
registraron en el cuaderno de recogida de datos del peso corporal.

Cuantificacion del virus PRRS en tejido de pulmén

El investigador del estudio hizo la autopsia de todos los lechones muertos en el parto o que murieron antes de
DOF+20. Los resultados de la autopsia y un diagndstico se registraron en el cuaderno de recogida de datos de la
autopsia. Se recogieron dos muestras de pulmén de cada lechén al que se le hizo la autopsia. Una muestra se
colocé en un recipiente Whirlpak® separado y la otra muestra se colocé en un recipiente apropiado lleno de un
volumen suficiente de 10% de formalina. Se registraron las recogidas de muestras en el cuaderno de recogida de
datos de la autopsia.

Los recipientes Whirlpak® y con formalina se etiquetaron apropiadamente con el nimero de animal, nimero de
estudio, fecha de muestreo, dia de estudio, tipo de muestra y si las muestras fueron del lado izquierdo, lado derecho
0 ambos. Las muestras en Whirlpak® se almacenaron a -70 £ 10°C y las muestras en 10% de formalina se
almacenaron a temperatura ambiente hasta que se llevaron a BIVI-Ames. Un cuaderno de recogida de datos de la
entrega de especimenes completo se incluyd con cada envio de muestras. En BIVI-Ames, las muestras en
Whirlpak® se almacenaron a -70 + 10°C hasta que se enviaron de BIVI-Ames a Alemania, y las muestras fijadas en
formalina se almacenaron en BIVI-Ames a temperatura ambiente.

Después de completarse el estudio, las muestras de tejido congeladas en Whirlpak® se enviaron y se probaron
como se ha descrito anteriormente.

Las muestras de tejido fijadas en formalina se enviaron a ISU VDL en el plazo de una semana desde la recogida
para incorporarlas en bloques de parafina. Los tejidos en bloques de parafina se devolvieron a BIVI y actualmente
son guardados por BIVI-Ames a temperatura ambiente para posibles pruebas futuras. El patrocinador y el monitor
del estudio tomaran la decision de si retener estas muestras o desecharlas después de que se haya completado el
informe del estudio.

Acontecimientos adversos

No se informé de acontecimientos adversos atribuidos a los IVP durante este estudio. Para mas informacion sobre
los acontecimientos adversos véase la Seccion 12.6 Evaluaciones de cerdas jévenes después de la vacunacion.

Métodos estadisticos
Unidad experimental

Los grupos de tratamiento tuvieron que alojarse en habitaciones separadas en este estudio para evitar la transmision
de la vacuna contra el PRRSv viva a grupos no vacunados. Por tanto, la habitacion fue la unidad experimental. Sin
embargo, para los fines de este analisis se ignord un posible sesgo debido a confundir los efectos de “habitacion” y
“tratamiento”, y la cerda joven y su camada correspondiente se analizaron como unidad experimental.

Aleatorizacion

Noventa y cuatro (94) cerdas jovenes seronegativas para PRRS de un conjunto de 107 cerdas jovenes elegibles
para la prueba se asignaron aleatoriamente a uno de los 4 grupos antes de DO. Los Grupos 1-3 estuvieron cada uno
constituido por 28 cerdas jovenes. El Grupo 4 estuvo constituido por 10 cerdas jovenes. Para el Grupo 1, el n° 45y
55 fueron excluidos por el gerente de la granja antes del envio debido a motivos de salud y se sustituyeron por dos
cerdas jovenes adicionales, el n° 15y 18, respectivamente. Para el Grupo 3, la cerda joven n°® 44 fue excluida por el
gerente de la granja antes del envio debido a motivos de salud y se sustituyé por la cerda joven adicional n°® 25.

Debido a limitaciones de espacio en el momento de la exposicion, los Grupos 1-3 se limitaron a 16 cerdas jovenes
por grupo y el Grupo 5 se limitd a 5-8 cerdas jovenes. En D85, 16 cerdas jovenes por grupo se seleccionaron
aleatoriamente para seguir en el estudio para los Grupos 1-3. Como el Grupo 4 estaba constituido por 8 cerdas
jovenes en D85, este grupo no se redujo mas por la aleatorizacion. Después, el investigador del estudio pidié que se
redujera el Grupo 4 de 8 cerdas jovenes a 5 cerdas jovenes. En D109, 5 cerdas jovenes fueron seleccionadas

30



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 692 809 T3

aleatoriamente para seguir en el estudio para el Grupo 4.
Todos los métodos de aleatorizacion fueron realizados por un bioestadistico.
Analisis

Los analisis estadisticos y los resumenes de datos se realizaron por Dr. rer. hort. Martin Vanselow, Biometrie &
Statistik, Zum Siemenshop 21, 30539 Hannover, Alemania, +49(0) 511 606 777 650, m.vanselow@t-online.de.

El objetivo principal del analisis estadistico fue la comparacién de dos grupos de vacunas MLV contra el PRRSV
94881 (Grupos 2 y 3) con un grupo de control expuesto sin vacunar (Grupo 1). Todos los datos fueron importados a
SAS para la gestion y la evaluacion. Los datos fueron recibidos del patrocinador del estudio en forma de conjuntos
de datos de SAS verificados. Los casos que se habian extraido del estudio se consideraron para el parametro de
analisis respectivo hasta la fecha de exclusion. Todos los datos se resumieron descriptivamente (n, minimo, maximo,
media, mediana, desviacion estandar, rango de intercuartiles, o distribuciones de frecuencia, intervalo de confianza)
basandose en el tipo de variable. Los analisis estadisticos se realizaron usando la version del software SAS 8.2
(SAS, 2001, Cary, Carolina del Norte, EE.UU.: SAS Institute Inc.).

Variables para la evaluacién estadistica del estudio:

Variables primarias

Proporciones de lechones vivos en el parto/aborto (DOF+0)
Proporciones de lechones vivos a los 20 dias de edad (DOF+20)
Variables de apoyo

Evaluaciones clinicas de cerdas jévenes después de la vacunacion
Serologia del PRRS en cerdas jovenes

Viremia de cerdas jovenes

Observaciones clinicas de cerdas jovenes

Viremia de lechones

Rendimiento reproductivo

Observaciones clinicas de lechones

Aumento de peso diario promedio (ADWG) de lechones
Hipotesis que van a probarse y suposiciones hechas:

El grupo de control negativo sin exponer (Grupo 4) se excluyo de las pruebas estadisticas. Los grupos de titulo bajo
y titulo alto (Grupos 2 y 3, respectivamente) se compararon con el grupo de control de exposicion (Grupo 1). Todas
las pruebas entre los grupos se disefiaron como pruebas bilaterales en las diferencias. En el caso de todas las
pruebas, las diferencias se consideraron estadisticamente significativas sélo si P < 0,05. La eficacia se demostro si
el porcentaje o numero de lechones nacidos vivos y el porcentaje o nimero de lechones destetados en DOF+20 era
significativamente mayor para uno o ambos grupos de vacunas en comparacion con el grupo de control expuesto.

Detalles sobre las manipulaciones y evaluacién de datos:
Evaluaciones clinicas de cerdas jovenes después de la vacunacion

Se generaron tablas de frecuencias de animales con al menos un hallazgo positivo entre los dias de estudio 1y 21y
entre los dias de estudio 1 y 113. Las diferencias entre los grupos de control de exposicion y los grupos de vacunas
se probaron por la prueba exacta de Fisher.

Observaciones clinicas de cerdas jovenes después de la exposicion

Se generaron tablas de frecuencias de animales con al menos un hallazgo positivo entre dia de estudio 116 y
DOF+20. Las diferencias entre el grupo de control de exposicion y los grupos de vacunas se probaron por la prueba
exacta de Fisher.

Serologia de cerdas jévenes

Se generaron tablas de frecuencias de resultados “positivos” por ELISA en los dias de estudio 7, 14, 21, 56, 84, 118,
125, 132 (antes del parto) y DOF+0, DOF+7, DOF+13 y DOF+20. Las diferencias entre los grupos de control de
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exposicion y los grupos de vacunas se probaron por la prueba exacta de Fisher.
Viremia en cerdas jovenes

Los datos de viremia se evaluaron para cada dia de investigacion por separado (dias del estudio antes del parto 7,
14, 21, 56, 84, 118, 125, 132 y DOF+0, DOF+7, DOF+13 y DOF+20). Para la evaluacion cualitativa de los datos por
gPCR, los resultados analiticos 'no detectado' ('n.d.") y 'negativo’ se clasificaron como 'negativos' y los resultados
analiticos 'positivo' y un valor medido se clasificaron como 'positivos'. Para la evaluacion cuantitativa, 'no detectado'
('n.d.") y 'negativo’ se sustituyeron por un valor de logio GE/ml de 0,0 y 'positivo’ se sustituydé por 3,0. Los datos de
PCR cuantitativa (carga virica del PRRS [log1o GE/mI]) se usaron para comparaciones entre los grupos de control de
exposicion (Grupo 1) y de tratamiento 2 y 3 usando la prueba de Wilcoxon Mann-Whitney. Se generaron tablas de
frecuencias de resultados ‘positivos’ por qPCR. Las diferencias entre el grupo de control de exposicion y los grupos
de vacunas se probaron por la prueba exacta de Fisher.

Rendimiento reproductivo

Se determinaron las frecuencias absolutas por cerda joven de numero total, lechones vivos, sanos, débiles, nacidos
muertos, muertos y vivos en DOF+20 y se usaron como valores individuales para las comparaciones entre grupos.
Las frecuencias relativas por cerda joven de lechones vivos, sanos, débiles, nacidos muertos y muertos se
calcularon en relacion con el numero total de lechones en el parto y se usaron como valores individuales para las
comparaciones entre grupos. El porcentaje de lechones vivos por camada en DOF+20 se calcul6 en relacion con el
numero de lechones vivos en el parto menos el nimero de mortalidades y lechones aplastados. Las diferencias
entre el grupo de control de exposicidon y los grupos de vacunas se probaron por la prueba de Wilcoxon Mann-
Whitney.

Viremia en lechones

Los datos de viremia se evaluaron para cada dia de investigacion por separado (DOF+0, DOF+7, DOF+13 vy
DOF+20). Para la evaluacion cualitativa de los datos por qPCR, los resultados analiticos 'no detectado' ('n.d.") y
'negativo’ se clasificaron como 'negativos' y los resultados analiticos 'positivo’ y un valor medido se clasificaron como
'positivos'. Se calcularon los porcentajes de lechones 'positivos' por camada y se usaron como valores individuales
para las comparaciones entre grupos por la prueba de Wilcoxon Mann-Whitney. Para la evaluaciéon cuantitativa, 'no
detectado’ ('n.d.") y 'negativo’ se sustituyeron por un valor de logio GE/ml de 0,0 y 'positivo’ se sustituyd por 3,0. Se
calcularon las medianas de valores de qPCR por camada y se usaron como valores individuales para las
comparaciones entre grupos por la prueba de Wilcoxon Mann-Whitney. Para las estadisticas resumidas se usaron
los datos de gPCR individuales. Las cargas viricas en muestras de pulmon sélo se evaluaron descriptivamente.

Peso corporal y aumento de peso diario promedio de lechones

Los aumentos de peso diarios promedio (ADWG) individuales se calcularon para los periodos de tiempo entre
DOF+0 y DOF+20. Las diferencias entre los grupos de tratamiento se probaron por andlisis de la varianza (ANOVA)
y posteriores pruebas de la t. Las medias por minimos cuadrados de los grupos y las diferencias entre las medias
por minimos cuadrados con intervalos de confianza de 95% se derivaron de ANOVA. El analisis para DOF+20 y
ADWG se repiti6 con peso en DOF+0 como una covariable. Los datos de peso de lechones por cerda joven se
resumieron descriptivamente.

Observaciones clinicas de lechones

Se calculd el porcentaje de lechones por camada con al menos un hallazgo positivo entre los dias de estudio DOF+1
y DOF+20 y se usd como valores individuales para las comparaciones entre grupos por la prueba de Wilcoxon
Mann-Whitney. Los datos se analizaron suponiendo una estructura de disefio completamente aleatoria.

Resultados
Rendimiento reproductivo de cerdas jovenes

Los porcentajes medios de lechones vivos por camada en el parto (sanos + débiles + aplastados/mortalidad) fueron
54,4%, 75,1%, 72,3% y 93,0% para los grupos de control de exposicion, de titulo bajo, de titulo alto y de control
negativo, respectivamente. Los grupos de titulo bajo y de titulo alto tuvieron significativamente mayor porcentaje de
lechones vivos por camada en el parto en comparacion con el grupo de control de exposicion (P<0,0455). El nimero
medio de lechones vivos por camada en el parto fueron 6,5, 8,3, 8,6 y 10,8 para los grupos de control de exposicion,
de titulo bajo, de titulo alto y de control negativo, respectivamente. No se detectaron diferencias significativas entre
los grupos para el nimero de lechones vivos por camada en el parto (P=0,1039).

Los porcentajes medios de lechones sanos vivos por camada fueron 41,4%, 65,8%, 67,9% y 93,0% para los grupos
de control de exposicion, de titulo bajo, de titulo alto y de control negativo, respectivamente. Los grupos de titulo
bajo y de titulo alto tuvieron significativamente mayores porcentajes de lechones sanos vivos por camada en el parto
en comparacion con el grupo de control de exposicion (P<0,0138). El numero medio de lechones sanos vivos por
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camada en el parto fueron 4,9, 7,2, 8,1 y 10,8 para los grupos de control de exposicion, de titulo bajo, de titulo alto y
de control negativo, respectivamente. El grupo de titulo alto tuvo un ndmero significativamente mayor de lechones
sanos vivos por camada en el parto (P=0,0211), mientras que no se detecto diferencia para el grupo de titulo bajo en
comparacion con el grupo de control de exposicion (P=0,0640).

Los porcentajes medios de lechones vivos débiles por camada en el parto fueron 7,4%, 7,1%, 0,4% y 0,0% para los
grupos de control de exposicion, de titulo bajo, de titulo alto y de control negativo, respectivamente. El nimero medio
de lechones vivos débiles por camada en el parto fue 0,9, 0,8, 0,1 y 0,0 para los grupos de control de exposicion, de
titulo bajo, de titulo alto y de control negativo, respectivamente. El grupo de titulo alto tuvo significativamente menor
porcentaje y niumero de lechones vivos débiles por camada en el parto en comparacion con el grupo de control de
exposicion (P<0,0090). En cambio, no se detectaron diferencias entre el grupo de titulo bajo y el grupo de control de
exposicion para el porcentaje o nimero de lechones vivos débiles en el parto (P=0,8569).

Los porcentajes medios de momias por camada en el parto fueron 28,1%, 14,1%, 8,7%, y 0,0% para los grupos de
control de exposicion, de titulo bajo, de titulo alto y de control negativo, respectivamente. El nUmero medio de
momias por camada en el parto fue 3,1, 1,6, 0,9 y 0,0 para los grupos de control de exposicion, de titulo bajo, de
titulo alto y de control negativo, respectivamente. Tanto los grupos de titulo bajo como de titulo alto tuvieron
porcentajes y nimeros de momias significativamente menores por camada en el parto en comparacién con el grupo
de control de exposicion (P<0,0190).

No se detectaron diferencias significativas entre los dos grupos de titulos de vacunas y el grupo de control de
exposicién para el porcentaje o nimero de lechones nacidos muertos o mortalidades/aplastados por camada en el
parto (P=0,1681).

Un resumen de los resultados del rendimiento reproductivo por grupo (% de lechones por camada y ndmero de
lechones por camada) en el DOF se muestra a continuacion en las Tablas 6.12 'y 6.13.

Tabla 6.12 Resumen de los resultados del rendimiento reproductivo por grupo (% de lechones por camada) en el DOF

Lechones Grupo* N Min. Max. Mediana Media IC de 95% DE P
1 16 0 92 57,3 54,4 411 67,7 24,91
Vivos 2 16 33 100 81,9 75,1 64,5 85,7 19,88 0,0184
3 16 17 100 75,6 72,3 59,5 85,1 24,01 0,0455
4 5 83 100 91,7 93,0 84,2 101,8 7,11
1 16 0 92 48,1 41,4 27,5 55,3 26,13
Sanos 2 16 8 92 71,4 65,8 52,2 79,5 25,57 0,0138
3 16 17 100 71,8 67,9 54,4 81,3 25,25 0,0082
4 5 83 100 91,7 93,0 84,2 101,8 7,11
1 16 0 25 3,6 7,4 2,6 12,2 9,04
Débiles 2 16 0 25 0,0 7.1 2,1 12,2 9,43 0,9441
3 16 0 7 0,0 0,4 -0,5 1,3 1,67 0,0024
4 5 0 0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,00
1 16 0 50 9,5 17,5 8,5 26,4 16,83
Nacidos 2 16 0 42 3,8 10,7 3,3 18,2 13,94 0,1965
muertos 3 16 0 83 10,6 19,0 7,0 31,0 22,54 0,9033
4 5 0 17 8,3 7,0 -1,8 15,8 7,11
1 16 0 63 25,8 28,1 18,8 37,4 17,50
Momias 2 16 0 55 9,1 141 6,0 22,3 15,25 0,0190
3 16 0 50 3,3 8,7 1,2 16,3 14,14 0,0006
4 5 0 0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,00
. 1 16 0 27 0,0 5,6 1,1 10,2 8,55
M°”a'/'dades 2 16 0 18 0,0 2,1 -0,6 48 507 02276
Aplastados 3 16 0 25 0,0 4,0 0,1 7,8 7,25 0,6108
4 5 0 0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,00
1 15 0 100 33,3 43,6 23,0 64,3 37,28
Vivos en 2 16 13 100 84,5 73,8 58,5 89,2 28,80 0,0203
DOF+20 3 16 44 100 86,6 83,8 75,1 92,5 16,37 0,0022
4 5 100 100 100,0 100,0 100,0 100,0 0,00

*Grupo 1 = grupo de control de exposicion; Grupo 2 = grupo de MLV contra el PRRSV 94881 de titulo bajo; Grupo 3
= grupo de MLV contra el PRRSV 94881 de titulo alto; Grupo 4 = grupo de control negativo
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Tabla 6.13: Resumen de los resultados del rendimiento reproductivo por grupo (n° de lechones por camada) en el
DOF

Lechones Grupo* N Min. Max. Mediana Media IC de 95% DE P

Total 1 16 6 15 12,0 11,6 10,4 12,9 2,31
2 16 9 13 11,0 11,1 10,4 11,7 1,24 0,1857
3 16 7 15 12,0 11,6 10,3 12,9 2,42 0,9623

4 5 10 14 12,0 11,6 9,5 13,7 1,67

Vivos 1 16 0 11 6,0 6,5 47 8,3 3,35
2 16 4 12 8,0 8,3 7,0 9,5 2,27 0,1543
3 16 2 13 9,0 8,6 6,6 10,6 3,77 0,1039

4 5 9 14 10,0 10,8 8,4 13,2 1,92

Sanos 1 16 0 11 55 49 3,1 6,7 3,36
2 16 1 12 7,0 7,2 57 8,7 2,83 0,0640
3 16 2 13 8,5 8,1 6,1 10,1 3,76 0,0211

4 5 9 14 10,0 10,8 8,4 13,2 1,92

Débiles 1 16 0 3 0,5 0,9 0,3 1,5 1,09
2 16 0 3 0,0 0,8 0,2 1,4 1,11 0,8569
3 16 0 1 0,0 0,1 -0,1 0,2 0,25 0,0090

4 5 0 0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,00

Nacidos 1 16 0 6 1,0 2,0 0,9 3,1 2,03
muertos 2 16 0 5 0,5 1,3 0,4 2,1 1,65 0,1681
3 16 0 10 1,0 2,1 0,8 3,5 2,58 0,9478

4 5 0 2 1,0 0,8 -0,2 1,8 0,84

Momias 1 16 0 7 3,0 3,1 2,1 4.1 1,89
2 16 0 6 1,0 1,6 0,7 2,5 1,67 0,0125
3 16 0 4 0,5 0,9 0,2 1,5 1,20 0,0003

4 5 0 0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,00

Mortalidades 1 16 0 3 0,0 0,7 0,1 1,2 1,01
/ 2 16 0 2 0,0 0,3 -0,1 0,6 0,58 0,2200
Aplastados 3 16 0 2 0,0 0,4 0,0 0,8 0,73 0,6115

4 5 0 0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,00

Vivos en 1 16 0 10 2,0 2,9 1,2 47 3,21
DOF+20 2 16 1 10 6,5 6,2 4,5 7.9 3,19 0,0063
3 16 2 12 7,5 6,9 5,0 8,9 3,71 0,0026

4 5 9 14 10,0 10,8 8,4 13,2 1,92

*Grupo 1 = grupo de control de exposicion; Grupo 2 = grupo de MLV contra el PRRSV 94881 de titulo bajo; Grupo 3
= grupo de MLV contra el PRRSV 94881 de titulo alto; Grupo 4 = grupo de control negativo

Lechones vivos en dof+20

Estas puntuaciones ponen de relieve el nimero de lechones vivos en el destetamiento (20 dias de edad). Un
resumen del porcentaje por grupo y numero de lechones vivos por camada en DOF+20 se muestra anteriormente en
la Tablas 6.12 y 6.13.

Los porcentajes medios de lechones vivos por camada en el destetamiento (DOF+20) fueron 43,6%, 73,8%, 83,8% y
100,0% para los grupos de control de exposicion, de titulo bajo, de titulo alto y de control negativo, respectivamente.
El nimero medio de lechones vivos por camada en el destetamiento fue 2,9, 6,2, 6,9 y 10,8 para los grupos de
control de exposicion, de titulo bajo, de titulo alto y de control negativo, respectivamente. Tanto los grupos de titulo
bajo como de titulo alto tuvieron porcentajes y numeros significativamente mayores de lechones vivos por camada
en el destetamiento (DOF+20) en comparacion con el grupo de control de exposicion (P<0,0203).

Viremia por gPCR en cerdas jovenes

Todas las cerdas jovenes fueron negativas por qPCR para ARN del PRRSv en DO. Todas las cerdas jovenes del

34




10

15

20

ES 2 692 809 T3

control de exposicion y del control negativo siguieron siendo negativas por gPCR para ARN del PRRSv hasta e
incluyendo el dia de exposicion (D118). El grupo de control negativo siguié siendo negativo por gPCR para el resto
del estudio, con excepcioén de la cerda joven n° 108, que fue “positiva” en DOF+7. La cerda joven n° 108 fue negativa
en otros momentos de tiempo para ARN del PRRSv por pruebas de gPCR.

Después de la vacunacion, 50% y 36% de las cerdas jovenes de titulo bajo y de titulo alto, respectivamente, fueron
positivas por gPCR para ARN del PRRSv (P<0,0007) en D7. De D14 a D56, solo 4% de las cerdas jovenes de titulo
bajo sigui6 siendo positivas por gPCR, mientras que hasta 4% de las cerdas jovenes de titulo alto fueron positivas
por gPCR intermitentemente durante este periodo de observacion. No se detectaron diferencias entre grupos de
vacunas y el grupo de control de exposicion de D14 a D56 para el porcentaje de cerdas jévenes positivas por g°PCR
para ARN del PRRSv (P=1,0000 o no se realiz6 la prueba). Todas las cerdas jévenes vacunadas fueron negativas
por qPCR para ARN del PRRSv en D84 y D118 (dia de exposicion).

Después de la exposicion, los grupos de titulo bajo y alto tuvieron porcentajes estadisticamente menores de cerdas
jovenes positivas por qPCR para ARN del PRRSv en comparacién con el grupo de control de exposicion en los dias
125, DOF 0 y DOF+13 (P=<0,0155). En D132, el grupo de titulo bajo tuvo un porcentaje significativamente menor de
cerdas jovenes positivas por gq°PCR para ARN del PRRSv (P=0,0290); mientras que no se detectd diferencia
estadistica entre el grupo de titulo alto y el grupo de control de exposicion (P=0,1556). No se detectaron diferencias
significativas entre grupos de vacunas y el grupo de control de exposicion en DOF+7 y DOF+20 para el porcentaje
de cerdas jovenes positivas por qPCR para ARN del PRRSv (P=0,1719).

Un resumen del porcentaje por grupo de cerdas jovenes positivas por gPCR para ARN del PRRSv de D7 a DOF +20
se muestra a continuacioén en las Tablas 6.14 y 6.15.

Tabla 6.14 Resumen del porcentaje por grupo de cerdas jovenes positivas por g°PCR para ARN del PRRSv de D7 a
D132

Dia de estudio Grupo* N % IC de 95% Total P
7 1 0 0 0,0 12,3 28
2 14 50 30,6 69,4 28 <0,0001
3 10 36 18,6 55,9 28 0,0007
4 0 0 0,0 30,8 10
14 1 0 0 0,0 12,3 28
2 1 4 0,1 18,3 28 1,0000
3 0 0 0,0 12,3 28 n.a.
4 0 0 0,0 30,8 10
21 1 0 0 0,0 12,3 28
2 1 4 0,1 18,3 28 1,0000
3 1 4 0,1 18,3 28 1,0000
4 0 0 0,0 30,8 10
56 1 0 0 0,0 14,8 23
2 1 4 0,1 19,6 26 1,0000
3 1 4 0,1 20,4 25 1,0000
4 0 0 0,0 33,6 9
84 1 0 0 0,0 14,8 23
2 0 0 0,0 13,2 26 n.a.
3 0 0 0,0 13,7 25 n.a.
4 0 0 0,0 33,6 9
118 (dia de 1 0 0 0,0 20,6 16
exposicion) 2 0 0 0,0 20,6 16 n.a.
3 0 0 0,0 20,6 16 n.a.
4 0 0 0,0 52,2 5
125 1 16 100 79,4 100,0 16
2 5 31 11,0 58,7 16 0,0001
3 4 25 7,3 52,4 16 <0,0001
4 0 0 0,0 52,2 5
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Dia de estudio Grupo* N % IC de 95% Total P
132 1 10 63 35,4 84,8 16
2 3 19 4,0 45,6 16 0,0290
3 5 31 11,0 58,7 16 0,1556
4 0 0 0,0 52,2 5

*Grupo 1 = grupo de control de exposicion; Grupo 2 = grupo de MLV contra el PRRSV 94881 de titulo bajo; Grupo 3
= grupo de MLV del PRRS 94881 de titulo alto; Grupo 4 = grupo de control negativo; n.a. = no aplicable, no se
realizo la prueba

Tabla 6.15: Resumen del porcentaje por grupo de cerdas jovenes positivas por gPCR para ARN del PRRSv de DOF
0 a DOF+20

Dia de estudio Grupo* N % IC de 95% Total P

DOF+0 1 15 94 69,8 99,8 16
2 4 25 7,3 52,4 16 0,0002
3 1 6 0,2 30,2 16 <0,0001
4 0 0 0,0 52,2 5

DOF+7 1 5 31 11,0 58,7 16
2 2 13 1,6 38,3 16 0,3944
3 1 6 0,2 30,2 16 0,1719
4 1 20 0,5 71,6 5

DOF+13 1 7 47 21,3 73,4 15
2 0 0 0,0 20,6 16 0,0024
3 1 6 0,2 30,2 16 0,0155
4 0 0 0,0 52,2 5

DOF+20 1 3 19 4,0 45,6 16
2 3 19 4,0 45,6 16 1,0000
3 0 0 0,0 20,6 16 0,2258
4 0 0 0,0 52,2 5

*Grupo 1 = grupo de control de exposicion; Grupo 2 = grupo de MLV contra el PRRSV 94881 de titulo bajo; Grupo 3
= grupo de MLV contra el PRRSV 94881 de titulo alto; Grupo 4 = grupo de control negativo

Ambos grupos de vacunas tuvieron significativamente mayor mediana de las cargas viricas en comparacion con el
grupo de control de exposicion en D7 (P<0,0007). No se detectaron diferencias entre grupos de vacunas y el grupo
de control de exposicion de D14 a D56 para la carga virica (P=1,0000). Todas las cerdas joévenes vacunadas
tuvieron carga virica cero en D84 y D118 (dia de exposicion).

Después de la exposicion, los grupos de titulo bajo y alto tuvieron medianas estadisticamente menores de las cargas
viricas en comparacion con el grupo de control de exposicion en D125, DOF 0 y DOF+13 (P<0,0155). En D132, el
grupo de titulo bajo tuvo una mediana significativamente menor de la carga virica (P=0,0230); mientras que no se
detecto diferencia estadistica entre el grupo de titulo alto y el grupo de control de exposicion (0,94 y 1,97 logio GE/ml
respectivamente; P=0,1144). No se detectaron diferencias significativas para la carga virica entre grupos de vacunas
y el grupo de control de exposicion en DOF+7 y DOF+20 (P=0,1719).

Un resumen de los resultados de gPCR en GE/ml de cerdas jovenes medios por grupo de D7 a DOF +20 se muestra
a continuacion en las Tablas 6.16 y 6.17.

Tabla 6.16: Resumen de los resultados de gPCR de cerdas jévenes por grupo (logio GE/ml) de D7 a D132

Dia de estudio Grupo* N Min. Max. Mediana IC de 95% Rango de Q Media P
7 1 28 0,00 0,00 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
2 28 0,00 3,00 1,500 0,000 3,000 3,000 1,500 <0,0001
3 28 0,00 3,00 0,000 0,000 3,000 3,000 1,071 0,0007
4 10 0,00 0,00 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
14 1 28 0,00 0,00 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
2 28 0,00 3,00 0,000 0,000 0,000 0,000 0,107 1,0000
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Dia de estudio Grupo* N Min. Max. Mediana IC de 95% Rango de Q Media P
3 28 0,00 0,00 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 1,0000
4 10 0,00 0,00 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
21 1 28 0,00 0,00 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
2 28 0,00 3,00 0,000 0,000 0,000 0,000 0,107 1,0000
3 28 0,00 3,00 0,000 0,000 0,000 0,000 0,107 1,0000
4 10 0,00 0,00 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
56 1 23 0,00 0,00 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
2 26 0,00 3,00 0,000 0,000 0,000 0,000 0,115 1,0000
3 25 0,00 3,00 0,000 0,000 0,000 0,000 0,120 1,0000
4 9 0,00 0,00 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
84 1 23 0,00 0,00 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
2 26 0,00 0,00 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 1,0000
3 25 0,00 0,00 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 1,0000
4 9 0,00 0,00 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
1 16 0,00 0,00 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
118 (Dia de 2 16 0,00 0,00 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 1,0000
exposicion) 3 16 0,00 0,00 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 1,0000
4 5 0,00 0,00 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
125 1 16 3,00 5,38 4,495 4,130 4,880 0,765 4,419
2 16 0,00 6,46 0,000 0,000 3,000 3,000 1,293  0,0001
3 16 0,00 3,00 0,000 0,000 3,000 1,500 0,750 <0,0001
4 5 0,00 0,00 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
132 1 16 0,00 4,47 3,000 0,000 3,000 3,000 1,967
2 16 0,00 3,00 0,000 0,000 0,000 0,000 0,563  0,0230
3 16 0,00 3,00 0,000 0,000 3,000 3,000 0,938 0,1144
4 5 0,00 0,00 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

*Grupo 1 = grupo de control de exposicion; Grupo 2 = grupo de MLV contra el PRRSV 94881 de titulo bajo; Grupo 3
= grupo de MLV contra el PRRSV 94881 de titulo alto; Grupo 4 = grupo de control negativo

Tabla 6.17: Resumen de los resultados de gPCR de cerdas jévenes por grupo (logio GE/ml) de DOF 0 a DOF+20

Dia de estudio Grupo* N Min. Max. Mediana IC de 95% Rango de Q Media P

DOF+0 1 16 0,00 3,00 3,000 3,000 3,000 0,000 2,813
2 16 0,00 3,00 0,000 0,000 3,000 1,500 0,750 0,0002
3 16 0,00 3,00 0,000 0,000 0,000 0,000 0,188 <0,0001
4 5 0,00 0,00 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

DOF+7 1 16 0,00 3,00 0,000 0,000 3,000 3,000 0,938
2 16 0,00 5,55 0,000 0,000 0,000 0,000 0,534 0,3944
3 16 0,00 3,00 0,000 0,000 0,000 0,000 0,188 0,1719
4 5 0,00 3,00 0,000 0,000 3,000 0,000 0,600

DOF+13 1 15 0,00 3,00 0,000 0,000 3,000 3,000 1,400
2 16 0,00 0,00 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,0024
3 16 0,00 3,00 0,000 0,000 0,000 0,000 0,188 0,0155
4 5 0,00 0,00 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

DOF+20 1 16 0,00 3,00 0,000 0,000 0,000 0,000 0,563
2 16 0,00 6,45 0,000 0,000 0,000 0,000 0,903 0,7924
3 16 0,00 0,00 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,2258
4 5 0,00 0,00 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

*Grupo 1 = grupo de control de exposicion; Grupo 2 = grupo de MLV contra el PRRSV 94881 de titulo bajo; Grupo 3
= grupo de MLV contra el PRRSV 94881 de titulo alto; Grupo 4 = grupo de control negativo
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PUNTUACIONES DE OBSERVACIONES CLINICAS DE CERDAS JOVENES DESPUES DE LA EXPOSICION

De D116 a DOF+20, 25%, 25%, 38% y 60% de cerdas jovenes de control de exposicion, de titulo bajo, de titulo alto
y de control negativo, respectivamente, presentaron enfermedad clinica durante al menos un dia de D116 a
DOF+20. No se detectaron diferencias significativas entre grupos de vacunas y el grupo de control de exposicion
para la frecuencia de cerdas jovenes positivas para enfermedad clinica de D116 a DOF+20 (P=0,7043).

Un resumen del porcentaje por grupo de cerdas jovenes positivas para enfermedad clinica (una puntuacion de
observacion clinica de > 0) durante al menos un dia de D116 a DOF +20 se muestra a continuacion en la Tabla 6.18.

Tabla 6.18: Resumen del porcentaje por grupo de cerdas jovenes positivas para enfermedad clinica (una puntuacion
de observacion clinica de > 0) durante al menos un dia de D116 a DOF +20

Dias del estudio Grupo* N % IC de 95% Total P
1 4 25 7,3 52,4 16
2 4 25 7,3 52,4 16 1,0000
116 — DOF+20
3 6 38 15,2 64,6 16 0,7043
4 3 60 14,7 94,7 5

*Grupo 1 = grupo de control de exposicion; Grupo 2 = grupo de MLV contra el PRRSV 94881 de titulo bajo; Grupo 3
= grupo de MLV contra el PRRSV 94881 de titulo alto; Grupo 4 = grupo de control negativo

Serologia por elisa del prrs en cerdas jovenes

Todas las cerdas jovenes fueron seronegativas para PRRS en DO y D7. Todas las cerdas jovenes del control de
exposicion y del control negativo siguieron siendo seronegativas para PRRS hasta e incluyendo el dia de exposicion
(D118); mientras que el grupo de control negativo siguié siendo seronegativo para PRRS para el resto del estudio
(DOF+20).

En D14, 18% y 21% de las cerdas jovenes de titulo bajo y titulo alto, respectivamente, fueron seropositivas para
PRRS. El grupo de titulo alto tuvo un porcentaje significativamente mayor de cerdas jovenes seropositivas para
PRRS en D14 (P=0,0232), mientras que no se detecto diferencia para el grupo de titulo bajo en comparacion con el
grupo de control de exposicion (p=0,0515). Estos porcentajes alcanzaron altos niveles por grupo de 65% y de 60%
para los grupos de titulo bajo y de titulo alto, respectivamente en D56 (P<0,0001). En el dia de la exposicion (D118),
56% y 50% de las cerdas jovenes de titulo bajo y de titulo alto fueron seropositivas para PRRS (P<0,0024). En
D125, 6%, 88% y 100% de las cerdas jovenes de control de exposicion, de titulo bajo y de titulo alto,
respectivamente, fueron seropositivas para PRRS; y la diferencia entre los grupos de vacunas y el grupo de control
de exposicion fueron significativas (P<0,0001). Después de D125, todas las cerdas jovenes de control de exposicion,
de titulo bajo y de titulo alto restantes fueron seropositivas PRRS para el resto del estudio (no se realizé la prueba).

Un resumen de los resultados de serologia por ELISA del PRRS por grupo de D14 a DOF+20 se muestra a
continuacion en las Tablas 6.19 y 6.20.

Tabla 6.19: Resumen de los resultados de serologia por ELISA del PRRS de cerdas jovenes por grupo de D14 a Dia
132

Dia de estudio Grupo* N % IC de 95% Total P

7 1 0 0 0,0 12,3 28
2 0 0 0,0 12,3 28 n.a.
3 0 0 0,0 12,3 28 n.a.
4 0 0 0,0 30,8 10

14 1 0 0 0,0 12,3 28
2 5 18 6,1 36,9 28 0,0515
3 6 21 8,3 41,0 28 0,0232
4 0 0 0,0 30,8 10

21 1 0 0,0 12,3 28
2 13 46 27,5 66,1 28 <0,0001
3 11 39 21,5 59,4 28 0,0003
4 0 0,0 30,8 10

56 1 0 0 0,0 14,8 23
2 17 65 443 82,8 26 <0,0001
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Dia de estudio Grupo* N % IC de 95% Total P

3 15 60 38,7 78,9 25 <0,0001
4 0 0 0,0 33,6 9

84 1 0 0 0,0 14,8 23
2 15 58 36,9 76,6 26 <0,0001
3 14 56 34,9 75,6 25 <0,0001
4 0 0,0 33,6 9

118 1 0 0 0,0 20,6 16
2 9 56 29,9 80,2 16 0,0008
3 8 50 24,7 75,3 16 0,0024
4 0 0 0,0 52,2 5

125 1 1 0,2 30,2 16
2 14 88 61,7 98,4 16 <0,0001
3 16 100 79,4 100,0 16 <0,0001
4 0 0 0,0 52,2 5

132 1 16 100 79,4 100,0 16
2 16 100 79,4 100,0 16 n.a.
3 16 100 79,4 100,0 16 n.a.
4 0 0 0,0 52,2 5

*Grupo 1 = grupo de control de exposicion; Grupo 2 = grupo de MLV contra el PRRSV 94881 de titulo bajo; Grupo 3
= grupo de MLV contra el PRRSV 94881 de titulo alto; Grupo 4 = grupo de control negativo. n.a. = no aplicable, no
se realizé la prueba

Tabla 6.20 Resumen de los resultados de serologia por ELISA del PRRS de cerdas jovenes por grupo de DOF 0 a
DOF+20

Dia de estudio Grupo* N % IC de 95% Total P

DOF+0 1 16 100 79,4 100,0 16
2 16 100 79,4 100,0 16 n.a.
3 16 100 79,4 100,0 16 n.a.
4 0 0 0,0 52,2 5

DOF+7 1 15 100 78,2 100,0 15
2 16 100 79,4 100,0 16 n.a.
3 16 100 79,4 100,0 16 n.a.
4 0 0 0,0 52,2 5

DOF+13 1 16 100 79,4 100,0 16
2 16 100 79,4 100,0 16 n.a.
3 16 100 79,4 100,0 16 n.a.
4 0 0 0,0 52,2 5

DOF+20 1 16 100 79,4 100,0 16
2 16 100 79,4 100,0 16 n.a.
3 15 100 78,2 100,0 15 n.a.
4 0 0 0,0 52,2 5

*Grupo 1 = grupo de control de exposicion; Grupo 2 = grupo de MLV contra el PRRSV 94881 de titulo bajo; Grupo 3
= grupo de MLV contra el PRRSV 94881 de titulo alto; Grupo 4 = grupo de control negativo. **No se realizé la
prueba en la muestra de la cerda joven n° 106. n.a. = no aplicable, no se realizé la prueba

Evaluaciones de cerdas jévenes después de la vacunacion

No se detectaron evaluaciones anormales de D1 a 21 en ningun grupo y no se realizo la prueba. De D1 a D113, 4%,
4%, 0% y 10% de las cerdas jovenes de control de exposicion, de titulo bajo, de titulo alto y de control negativo,
respectivamente, presentaron una evaluacién anormal durante al menos un dia de D1 a D113. No se detectaron
diferencias significativas entre grupos de vacunas y el grupo de control de exposicion para evaluaciones anormales
de D1 a D113 (P=1,0000).
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Individualmente, el n° 109 (grupo de control de exposicion) presentd cojera de la pata trasera derecha en D85, el n°
12 (grupo de titulo bajo) presentd una hinchazén en la region izquierda del cuello de D78 a D89 y el n® 21 (grupo de
control negativo) presentd cojera de D81 a D83. Un resumen del porcentaje por grupo de cerdas jovenes que
presentd una evaluacion anormal durante al menos un dia de D1 a D21 y de D1 a D113 se muestra a continuacion
en la Tabla 6.21.

Tabla 6.21 Resumen de las evaluaciones anormales por grupo durante al menos un dia de D1 a D113

Dias del estudio Grupo* N % IC de 95% Total P
1-21 1-4 Sin hallazgos 'positivos'
1-113 1 1 4 0,1 18,3 28
2 1 4 0,1 18,3 28 1,0000
3 0 0 0,0 12,3 28 1,0000
4 1 10 0,3 44,5 10

*Grupo 1 = grupo de control de exposicion; Grupo 2 = grupo de MLV contra el PRRSV 94881 de titulo bajo; Grupo 3
= grupo de MLV contra el PRRSV 94881 de titulo alto; Grupo 4 = grupo de control negativo

Puntuaciones de observaciones clinicas de lechones

Los porcentajes medios de lechones por camada positivos para enfermedad clinica (una puntuacion de observacion
clinica de > 0) durante al menos un dia de DOF+1 a DOF+20 fueron 91,6%, 32,5%, 33,4% y 3,2% para los grupos
de control de exposicion, de titulo bajo, de titulo alto y de control negativo, respectivamente. Los grupos de titulo
bajo y alto tuvieron porcentajes significativamente menores de lechones por camada positivos para enfermedad
clinica durante al menos un dia de DOF+1 a DOF+20 en comparacion con el grupo de control de exposicion
(p=0,0001).

Un resumen del porcentaje por grupo de lechones por camada que fueron positivos para enfermedad clinica (una
puntuacion de observacion clinica de > 0) durante al menos un dia de DOF+1 a DOF+20 se muestra a continuacion
en la Tabla 6.22.

Tabla 6.22: Resumen del porcentaje por grupo de lechones por camada positivos para enfermedad clinica (una
puntuacion de observacion clinica de > 0) durante al menos un dia de DOF+1 a DOF+20

Dias del estudio Grupo* N Min. Max. Mediana Media IC de 95% DE P
DOF+1 1 15 56 100 100,0 91,6 82,9 100,4 15,78
a 2 16 0 100 25,0 32,5 15,6 49,4 31,64 <0,0001
DOF+20 3 16 0 100 25,0 334 19,0 47,9 27,16 <0,0001
4 5 0 9 0,0 3,2 -2,3 8,8 4,50

*Grupo 1 = grupo de control de exposicion; Grupo 2 = grupo de MLV contra el PRRSV 94881 de titulo bajo; Grupo 3
= grupo de MLV contra el PRRSV 94881 de titulo alto; Grupo 4 = grupo de control negativo

Resultados de gPCR de suero/fluidos corporales de lechén

Una media de 86,3%, 58,1%, 55,0% y 0% de lechones por camada para los grupos de control de exposicion, de
titulo bajo, de titulo alto y de control negativo, respectivamente, fueron positivos por g°PCR para ARN del PRRSv en
DOF 0. Los grupos de titulo bajo y alto tuvieron porcentajes estadisticamente menores de lechones por camada
positivos por q°PCR para ARN del PRRSv en comparacion con el grupo de control de exposicion en DOF 0
(P<0,0381). En DOF+7, de nuevo los grupos de titulo bajo y de titulo alto tuvieron porcentajes significativamente
menores de lechones por camada positivos por gPCR para ARN del PRRSv en comparacion con el grupo de control
de exposicion (P<0,0293). En DOF+13, sdlo el grupo de titulo bajo tuvo un porcentaje significativamente menor de
lechones por camada positivos por gqPCR (P=0,0216); mientras que no se detectaron diferencias significativas para
el grupo de titulo alto y el control de exposicion para el porcentaje de lechones por camada positivos por gq°PCR
(P=0,0860). No se detectaron diferencias significativas entre los grupos en DOF+20 (P=0,0614).

Un resumen del porcentaje por grupo de lechones positivos para PRRSv por gPCR de suero/fluido corporal por
cerda joven se muestra a continuacion en la Tabla 6.23.
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Tabla 6.23: Un resumen del porcentaje por grupo de lechones positivos para PRRSv por gPCR de suero/fluido

corporal por cerda joven

Dia de estudio Grupo* N Min. Max. Mediana Media IC de 95% DE P

DOF+0 1 16 50 100 96,4 86,3 76,8 95,8 17,87
2 16 0 100 68,3 58,1 37,3 78,9 39,07 0,0381
3 16 0 100 60,0 55,0 37,0 73,0 33,77 0,0018
4 5 0 0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,00

DOF+7 1 12 100 100 100,0 100,0 100,0 100,0 0,00
2 16 10 100 100,0 76,6 57,1 96,0 36,51 0,0293
3 16 0 100 100,0 78,6 60,6 96,6 33,83 0,0175
4 5 0 0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,00

DOF+13 1 11 100 100 100,0 100,0 100,0 100,0 0,00
2 16 0 100 100,0 75,4 55,0 95,8 38,31 0,0216
3 16 0 100 100,0 84,0 68,2 99,9 29,75 0,0860
4 5 0 0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,00

DOF+20 1 11 0 100 100,0 90,9 70,7 111,2 30,15
2 16 0 100 93,8 75,3 55,6 95,0 36,97 0,0614
3 16 0 100 100,0 81,6 65,0 98,1 31,06 0,1832
4 5 0 0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,00

*Grupo 1 = grupo de control de exposicion; Grupo 2 = grupo de MLV contra el PRRSV 94881 de titulo bajo; Grupo 3
= grupo de MLV contra el PRRSV 94881 de titulo alto; Grupo 4 = grupo de control negativo

El grupo de titulo alto tuvo una mediana significativamente menor de resultado de gPCR en comparacion con el
grupo de control de exposicion en DOF 0 (P=0,0030); mientras que no se detecto diferencia entre el grupo de titulo
bajo y el grupo de control de exposicién (P=0,0620). En DOF+7, DOF+13 y DOF+20, ambos grupos de vacunas
tuvieron medianas significativamente menores de valores de qPCR en comparacién con el grupo de control de

exposicion (p<0,0122).

Un resumen de los resultados de gPCR en GE/ml de suero/fluido corporal de lechones por grupo por cerda joven se

muestra a continuacion en la Tabla 6.24.

Tabla 6.24: Resumen de resultados de gPCR de suero/fluido corporal de lechones por grupo (log1o GE/ml) por cerda
joven (valores de P para diferencias entre grupos basados en las medianas de valores de qPCR)

Dia de estudio Grupo* N Min. Max. Mediana IC de 95% Rango de Q Media P

DOF+0 1 180 0,00 8,69 6,400 6,080 6,790 3,195 5,556
2 176 0,00 8,47 3,000 3,000 4,420 6,945 3,560  0,0620
3 183 0,00 8,76 3,000 0,000 3,000 6,580 3,049  0,0030
4 58 0,00 0,00 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

DOF+7 1 58 4,47 8,76 6,950 6,610 7,370 1,300 6,914
2 103 0,00 8,12 3,000 3,000 4,930 5,640 3,337  <0,0001
3 115 0,00 6,91 4,280 3,000 4,630 2,120 3,642 <0,0001
4 54 0,00 0,00 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

DOF+13 1 52 4,19 8,62 6,835 6,430 6,970 0,995 6,549
2 100 0,00 8,22 3,000 3,000 3,000 4,530 2,678 <0,0001
3 113 0,00 6,54 3,000 3,000 3,000 1,580 3,413  <0,0001
4 54 0,00 0,00 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

DOF+20 1 46 0,00 6,94 5,595 5,270 6,520 1,770 5,654
2 98 0,00 6,59 3,000 3,000 3,000 4,000 2,502  0,0122
3 111 0,00 6,28 3,000 3,000 3,000 1,160 3,218  0,0005
4 54 0,00 0,00 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

*Grupo 1 = grupo de control de exposicion; Grupo 2 = grupo de MLV contra el PRRSV 94881 de titulo bajo; Grupo 3
= grupo de MLV contra el PRRSV 94881 de titulo alto; Grupo 4 = grupo de control negativo
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ADWG de lechones

No se detectaron diferencias entre grupos para pesos corporales medios por LS en DOF 0 (P=0,2972). Ambos
grupos de vacunas tuvieron mayores pesos corporales medios por minimos cuadrados en comparacion con el grupo
de control de exposicion en DOF+20 (P<0,0028), teniendo o sin tener en cuanta pesos corporales en DOF 0 como
covariable en los andlisis.

El ADWG medio de DOF 0 a DOF+20 fue 0,1 kg/dia, 0,2 kg/dia, 0,2 kg/dia y 0,2 kg/dia para los grupos de control de
exposicion, de titulo bajo, de titulo alto y de control negativo, respectivamente. Ambos grupos de vacunas tuvieron
significativamente mayor ADWG en comparacion con el grupo de control de exposicion (P<0,0028), teniendo o sin
tener en cuanta pesos corporales en DOF 0 como covariable en los analisis.

Un resumen de los pesos corporales de lechones en DOF 0 y DOF+20 por grupo y ADWG de DOF 0 a DOF+20
(kg/dia) se muestra a continuacion en las Tablas 6.25 y 6.26.

Tabla 6.25: Resumen de pesos corporales de lechones en DOF 0 y DOF+20 por grupo y ADWG de DOF 0 a
DOF+20 (kg/dia)

Dia(s) de estudio Grupo* N Min. Max. Mediana Media IC de 95% DE
1 47 0,9 2,0 1,40 1,34 1,274 1,411 0,234
Pesos corporales 2 99 0,9 2,1 1,40 1,43 1,388 1,479 0,227
en DOF+0 3 111 0,9 2,0 1,40 1,40 1,360 1,448 0,234
4 54 0,9 1,9 1,40 1,39 1,335 1,454 0,218
1 47 1,5 6,1 3,70 3,80 3,462 4,146 1,164
Pesos corporales 2 99 2,4 8,3 5,50 5,42 5,168 5,673 1,266
en DOF+20 3 111 2,1 8,2 5,30 5,19 5,000 5,388 1,032
4 54 2,4 6,9 5,20 5,26 5,008 5,511 0,922
1 47 0,015 0,235 0,1150 0,1231 0,10649 0,13968 0,05653
ADWG (DOF+0 a 2 99 0,065 0,340 0,2000 0,1993 0,18770 0,21099 0,05837
DOF+20) 3 111 0,055 0,330 0,1950 0,1895 0,18078 0,19823 0,04638

4 54 0,060 0,260 0,1925 0,1932 0,18305 0,20343 0,03733

*Grupo 1 = grupo de control de exposicion; Grupo 2 = grupo de MLV contra el PRRSV 94881 de titulo bajo; Grupo 3
= grupo de MLV contra el PRRSV 94881 de titulo alto; Grupo 4 = grupo de control negativo

Tabla 6.26: Resumen de pesos corporales medios por LS por grupo y ADWG en DOF 0 a DOF+20 (kg/dia) —
Resultados de las pruebas (valor de P) en diferencias entre grupos

Dia(s) de estudio Grupo* Media por LS Intervalo de confianza de 95% P
1 1,32 1,169 1,477
2 1,42 1,318 1,522
Pesos corporales 3 141 1317 1,497
Dif. 1-2 -0,10 -0,281 0,088 0,2972
Dif. 1-3 -0,08 -0,262 0,094 0,3467
3,82 3,072 4,567
2 5,32 4,827 5,819
Pes::gg';pfzrg'es 3 5,35 4,910 5,785
Dif. 1-2 -1,50 -2,401 -0,606 0,0016
Dif. 1-3 -1,53 -2,394 -0,662 0,0010
1 4,01 3,341 4,685
2 5,28 4,843 5,727
PSP 3 5,34 4,950 5,728
Dif. 1-2 -1,27 -2,078 -0,466 0,0028
Dif. 1-3 -1,33 -2,103 -0,550 0,0013
ADWG 1 0,125 0,0903 0,1594
(DOF+0 a 2 0,195 0,1722 0,2181
DOF+20) 3 0,197 0,1768 0,2172
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Dif. 1-2 20,070 -0,1118 -0,0289 0,0014
Dif. 1-3 20,072 20,1122 -0,0322 0,0008

1 0,130 0,0969 0,1640

2 0,194 0,720 0,2161

AD\I’)ng(-l-DZ%’I‘:’;O a 3 0,197 01773 0,2162
Dif. 1-2 -0,064 -0,1039 -0,0233 0,0028
Dif. 1-3 -0,066 -0,1052 -0,0275 0,0013

*Grupo 1 = grupo de control de exposicion; Grupo 2 = grupo de MLV contra el PRRSV 94881 de titulo bajo; Grupo 3
= grupo de MLV contra el PRRSV 94881 de titulo alto; Grupo 4 = grupo de control negativo. ** el peso en DOF+0 se
us6 como covariable

Observaciones y diagndsticos de autopsias de lechones

Los fetos anotados como nacidos muertos, momias o aplastados en el parto se confirmaron en la autopsia como
clasificados correctamente, con excepcion de 8 fetos. Dos fetos de control de exposiciéon se anotaron como nacidos
muertos (40-S1, 66-S1), pero los resultados de la autopsia revelaron pulmones hinchados que indica que estuvieron
vivos en el momento del nacimiento. Dos fetos de control de exposicion se anotaron como aplastados (1-C1, 79-C2),
pero los resultados de la autopsia revelaron pulmones no hinchados para ambos fetos, que indica que no respiraron.
Un feto de titulo bajo se anoté como nacido muerto (85-S2), pero los resultados de la autopsia revelaron pulmones
hinchados que indica que el lechén estaba vivo en el momento del nacimiento. Tres lechones de titulo alto se
anotaron como aplastados (36-C1, 36-C2, 65-C1), pero los resultados de la autopsia revelaron pulmones no
hinchados para ambos fetos, que indica que no respiraron. Debido al bajo nimero de fetos incorrectamente
anotados en el momento del parto, no se hicieron cambios en los analisis de rendimiento de las cerdas jovenes.

Un lechoén del control de exposicion 102-428 murié posteriormente a la recogida de sangre, que se confirmé por
autopsia.

Resultados de gPCR de pulmones de lechones

De los fetos y lechones muertos a los que se les practico la autopsia, los resultados de gPCR de pulmones medios
fueron 4,68, 4,09, 3,55 y 0,0 logo GE/ml para los grupos de control de exposicion, de titulo bajo, de titulo alto y de
control negativo, respectivamente. No se realizaron analisis estadisticos en estos datos.

Un resumen de los resultados de qPCR del PRRSv en los pulmones por grupo (logio GE/ml) se muestra a
continuacion en la Tabla 6.27.

Tabla 6.27: Resumen de los resultados de qPCR del PRRSv en los pulmones de lechones por grupo (logio GE/ml)

Grupo N Min. Max. Mediana IC de 95% Rango de Q Media
1 141 0,00 7,95 5,140 4,810 5,390 2,990 4,676
2 79 0,00 7,45 4,780 3,000 5,260 2,620 4,092
3 75 0,00 6,84 4,220 3,000 5,100 5,620 3,547
4 4 0,00 0,00 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

*Grupo 1 = grupo de control de exposicion; Grupo 2 = grupo de MLV contra el PRRSV 94881 de titulo bajo; Grupo 3
= grupo de MLV contra el PRRSV 94881 de titulo alto; Grupo 4 = grupo de control negativo

Discusién/conclusion

Para lograr el objetivo del estudio, cuatro grupos de cerdas jovenes susceptibles a PRRS se incluyeron en el disefio
del estudio en DO: un grupo de control de exposicién que recibié producto de control (Grupo 1); un grupo de vacunas
de titulo bajo que recibié 1 x 10243 TCIDso de MLV contra el PRRSV 94881 (IVP n° 1, Grupo 2); un grupo de vacunas
de titulo alto que recibid 1 x 103%° TCIDso de MLV contra el PRRSV 94881 (IVP n° 2, Grupo 3); y un grupo de control
negativo (Grupo 4) que también recibié producto de control. Cada tratamiento se administr6 como una dosis de 2,0
ml IM aproximadamente 28 dias antes del celo (DO).

Para determinar la dosis de inmunizacion minima de MLV contra el 94881 del PRRS, los dos grupos de titulos de
vacunas y el grupo de control de exposicion se expusieron en D118 (aproximadamente 90 dias de gestacion) a una
cepa aislada europea heteréloga del PRRSv (cepa aislada 190136) y se evaluaron después de la exposicion para el
porcentaje y nimero de lechones vivos por camada en el nacimiento (dia de parto, DOF) y el porcentaje y nimero
de lechones vivos por camada a los 21 dias de edad (DOF +21).

Validacién del estudio (Grupo de control negativo 4)

Para garantizar que las cerdas jévenes fuente estuvieron libres del PRRSv y que no se produjo exposicion externa al
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PRRSv o contaminacion cruzada entre los grupos de tratamiento y de control durante el estudio, un grupo de control
negativo (Grupo 4) se incluyd en el disefio del estudio. Las cerdas jévenes de control negativo fueron negativas para
anticuerpos del PRRS durante todo el estudio. Ademas, este grupo de cerdas jovenes y su progenie también fueron
negativos para viremia del PRRSv (QPCR) en todos los momentos de tiempo probados, con excepcion del n® 108 en
DOF+7. La cerda joven n° 108 fue “positiva” en DOF+7, mientras que negativa por q°PCR en todos los otros
momentos de tiempo y sus lechones también fueron negativos para ARN del PRRSv. Este resultado se considerd un
error debido a una contaminacién de muestras y no debido a infeccion por PRRSv. Estos resultados soportan que el
grupo de control negativo siguié estando libre de infeccion por PRRS durante el estudio y validé los resultados de
este ensayo.

Validacién del modelo de exposicion reproductiva del PRRSv (Grupo de control de exposicion 1)

Es necesario un modelo de exposicion que implique una cepa derivada de EU virulenta del PRRSv que induzca
enfermedad clinica del PRRS suficiente y reproducible para evaluar adecuadamente la eficacia de la vacuna contra
el PRRS en un entorno de laboratorio. Tras la inoculacién con la cepa aislada del PRRS europea 190136 (1 x 10830
TCIDso/6 ml), el grupo de control de exposicion solo presentd 54,4% de lechones vivos por camada en el nacimiento
(93,0% para el grupo de control negativo), 17,5% y 28,1% por camada de nacidos muertos y momias,
respectivamente (7,0% y 0,0%, respectivamente, para el grupo de control negativo), 91,6% de los lechones por
camada present6é enfermedad clinica durante al menos un dia de DOF+1 a DOF+20 (3,2% lechones por camada
para el grupo de control negativo), una media de 2,9 lechones vivos por camada a los 20 dias de edad (una media
de 10,8 para el grupo de control negativo) y 86,3% de los lechones por camada virémicos en el nacimiento (0% para
el grupo de control negativo). Estos resultados ponen de relieve que se indujo enfermedad clinica especifica del
PRRS grave en el grupo de control de exposicion sin vacunar de cerdas jovenes y su progenie, validandose asi este
modelo de exposicién como una herramienta de laboratorio clinico adecuada para evaluar la eficacia de la vacuna
contra el PRRS y mas especificamente la MID de MLV contra el PRRSV 94881 en cerdas jovenes.

Determinacién de la dosis de inmunizacion minima de MLV contra el PRRSV 94881 en cerdas jovenes (dosis de
vacunas de titulos bajo y alto; Grupos 2-3)

La determinacioén de la MID de MLV contra el PRRSV 94881 en cerdas jovenes se baso en el grupo de vacunas que
recibié el menor titulo de vacuna que produjo mayores porcentajes o numero de lechones vivos por camada en el
nacimiento y mayores porcentajes o nimero de lechones vivos por camada a los 20 dias de edad después de la
exposiciéon en comparacion con el grupo de control de exposicion.

Los lechones vivos por camada (tanto porcentaje como nimero) en el parto se seleccionaron como uno de los dos
criterios clave para determinar la MID de MLV contra el 94881 del PRRS. El primer criterio clave se basé en el hecho
de que la infeccion por PRRSv en cerdas jovenes prefiadas y cerdas produce normalmente lechones nacidos
muertos y momias, con bajos numeros de lechones vivos en el parto. Los lechones vivos por camada en el
nacimiento se definieron como la suma de lechones vivos sanos, vivos débiles y aplastados-mortalidad en el parto.
Los lechones anotados como aplastados o mortalidad se incluyeron en la categoria de “vivos” porque los hallazgos
de la autopsia confirmaron que estos lechones estuvieron vivos en el nacimiento y murieron poco después debido a
traumatismo. Tanto los grupos de titulo bajo como de titulo alto presentaron porcentajes significativamente mayores
de lechones vivos por camada en el parto en comparacion con el control de exposicion (P<0,0455), por tanto, se
cumplio este criterio para la eficacia de la vacuna. Aunque no se detectaron diferencias significativas entre los
grupos de vacunas de titulo bajo y alto y el grupo de control de exposicion con respecto al numero medio de
lechones vivos por camada en el parto (P=0,1857), los grupos de titulo bajo y de titulo alto presentaron numeros
medios considerablemente mayores de lechones vivos por camada en el parto (media 8,3 y 8,6 lechones por
camada, respectivamente) en relacion con el grupo de control de exposicion (media 6,5 lechones por camada),
proporcionandose asi mas pruebas y apoyo de que se observéd un efecto de tratamiento con la vacuna beneficioso
en estos animales después de la exposicion.

Los lechones vivos por camada (tanto porcentaje como nimero) a los 20 dias de edad fue el segundo criterio para
determinar la MID de MLV contra el PRRSV 94881 debido a que la inmunidad del PRRS en cerdas jovenes influira
intrauterinamente infeccion de lechones y la propagacion del virus de cerdas jovenes a lechones vivos. Los lechones
infectados con PRRS intrauterinamente y los nacidos vivos o infectados con PRRS virulento después del parto por
propagacion de la cerda joven normalmente mueren antes del destetamiento secundario al PRRS. En este estudio,
el grupo de control de exposicion, de titulo bajo, de titulo alto y de control negativo presenté 43,6%, 73,8%, 83,8% y
100% de lechones vivos por camada, respectivamente, a los 20 dias de edad (P<0,0203). Asimismo, los grupos de
control de exposicion, de titulo bajo, de titulo alto y de control negativo tuvieron un nimero medio de 2,9, 6,2, 6,9 y
10,8 lechones por camada, respectivamente, a los 20 dias de edad (P<0,0063). Ambos grupos de vacunas tuvieron
significativamente mayor porcentaje y nimero de lechones vivos en el destetamiento (P<0,0203), por tanto, se
cumplio este criterio del objetivo del estudio.

Otros analisis de los datos del parto revelaron mas informacion que soporta la eficacia de la vacuna tras la
exposicion al PRRSv, especialmente con respecto al grupo de titulo alto. El grupo de titulo alto presentd
estadisticamente un mayor porcentaje y un mayor nimero medio de lechones sanos en el nacimiento (P<0,0211);
mientras que presentd porcentajes significativamente menores y nimeros medios de fetos débiles y momificados
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(P=<0,0090) en comparacion con el grupo de control de exposicién. Estos datos soportan que la dosis de vacuna alta
induce inmunidad protectora contra una cepa de exposicion del PRRSv virulenta y heterdloga. El grupo de titulo bajo
también presentd eficacia de la vacuna en el parto, como es evidente por un mayor porcentaje de lechones sanos
vivos por camada (P=0,0138) y porcentajes y numero medios significativamente menores de fetos momificados
(P<0,0190). En cambio, no se detectaron diferencias entre grupos para el porcentaje o numero de fetos nacidos
muertos o aplastados/mortalidades en el parto (P=0,1681).

Siete dias después de la exposicion (D125), los grupos de titulo bajo y de titulo alto tuvieron porcentajes
significativamente menores de cerdas jovenes positivas para ARN del PRRSv por pruebas de qPCR, ademas de
carga virica significativamente menor para ambos grupos en comparacion con el grupo de control de exposicion
(P=<0,0001). Estos datos soportan adicionalmente que ambos niveles de dosis de vacuna indujeron inmunidad
adecuada en cerdas jovenes para reducir significativamente la replicacion virica tras la exposicion. Asimismo, los
grupos de titulo bajo y alto tuvieron porcentajes significativamente menores de cerdas jovenes positivas por gq°PCR
en DOF 0 y DOF+13, ademas de menor carga virica para ambos grupos en estos dias del estudio (P<0,0155). El
grupo de titulo bajo tuvo significativamente menor porcentaje de cerdas jovenes positivas por g°PCR y menor carga
virica en D132 (P<0,0290); mientras que no se detectaron diferencias estadisticas entre el grupo de titulo alto y de
control de exposicion para el mismo conjunto de parametros (P=0,1144). No se detectaron diferencias estadisticas
entre grupos de vacunas y el grupo de control de exposicion para el porcentaje de cerdas jovenes positivas por
gPCR o la carga virica en DOF+7 y DOF+20 (P=0,1719).

Normalmente, el PRRSv no induce enfermedad clinica en cerdas jovenes y cerdas, distinta de aborto. En este
estudio, el 25%, 25%, 38% y 60% de las cerdas jévenes de control de exposicion, de titulo bajo, de titulo alto y de
control negativo, respectivamente, presentaron enfermedad clinica (recibieron una puntuacién de observacion clinica
> 0) durante al menos un dia después de la exposicion. No se detectaron diferencias significativas entre los grupos
de vacunas y el grupo de control de exposicion con respecto al porcentaje de cerdas jovenes con enfermedad clinica
durante al menos un dia de D116 a DOF +20 (P=0,7043). Las cerdas jovenes que presentaron alguna forma de
enfermedad clinica lo hicieron en el peri-parto y no inmediatamente después de la exposicion. El alto porcentaje de
cerdas joévenes de control negativo (60%) que present6 enfermedad clinica y el hecho de que la enfermedad clinica
no fuera principalmente aproximadamente en el momento del parto para todos los grupos en este estudio soporta
que la enfermedad clinica no se atribuy6 a enfermedad del PRRS, sino a cambios fisiolégicos asociados al parto.

Todas las cerdas jovenes en el estudio fueron seronegativas por ELISA para PRRS en DO, proporcionandose asi la
confirmacion de los criterios de inclusién para los animales de prueba que entraron en el estudio. Asimismo, todas
las cerdas jovenes fueron seronegativas por ELISA para PRRS en D7. Las cerdas jévenes vacunadas empezaron a
presentar resultados seropositivos por ELISA para PRRS en D14 y los grupos de dosis baja y alta presentaron su
mayor tasa de seroconversion de 65% y 60%, respectivamente, en D56 (P<0,0001). En cambio, el grupo de control
de exposicion siguié siendo seronegativo por ELISA para PRRS hasta 7 dias después de la exposicion (D125).
Desde D132 hasta la conclusién del estudio, todas las cerdas jovenes de titulo bajo, de titulo alto y de control de
exposicion fueron seropositivas por ELISA para PRRS. El porcentaje de cerdas joévenes positivas para viremia
después de la vacunacioén alcanzé su maximo en D7 para ambos grupos de vacunas como se demuestra por 50% y
36% para los grupos de titulo bajo y alto, respectivamente (P<0,0007). La viremia cayo rapidamente al 4% (1 de 28,
el n°64)y al 0% (0 de 28) para los grupos de titulo bajo y de titulo alto, respectivamente en D14 (P=1,0000 o no se
realizo la prueba). La viremia siguio siendo 4% para los grupos de titulo bajo (1 de 28, el n° 56) y de titulo alto (1 de
28, el n° 91) en D21. En D56, una de 26 (4%, el n° 89) cerdas jovenes de titulo bajo y una de 25 (4%, el n° 66)
cerdas jovenes de titulo alto fueron positivas para viremia. Todas las cerdas jévenes fueron negativas para viremia
en D84 y D118.

No se detectaron diferencias significativas entre ambos grupos de titulos de vacunas y el grupo de control de
exposicidon con respecto al porcentaje de cerdas jovenes por grupo después de la vacunacion con una evaluacion
clinica anormal durante al menos un dia de D1 a D113 (P=1,0000). Individualmente, solo tres cerdas jovenes
presentaron alguna evaluacion anormal durante este periodo de tiempo. Dos cerdas jéovenes presentaron cojera (una
cerda joven de control de exposicion y una cerda joven de control negativo) y una cerda joven de titulo bajo presenté
hinchazoén en la regién izquierda del cuello. Como la vacuna se administré en la region derecha del cuello, no se
observaron acontecimientos adversos asociados a esta vacuna.

Los resultados de viremia del PRRS en lechones sobre el DOF dieron adicionalmente la oportunidad de ver el nivel
de proteccion en cerdas jovenes en la prevencion de infeccion placentaria cruzada de lechones. En el DOF, una
media de 58,1% y 55,0% de los lechones por cerda joven en los grupos de titulo bajo y de titulo alto,
respectivamente, fueron positivos por gqPCR. En cambio, una media de 86,3% de los lechones por cerda joven en el
grupo de control de exposicion fueron positivos por qPCR en suero/fluidos corporales, que fue significativamente
superior a ambos grupos de vacunas (P<0,0381). Cuando se examind la carga virica de los lechones en DOF 0, los
lechones de titulo alto tuvieron significativamente menor carga virica en comparacion con los lechones del control de
exposicion (P=0,0030); mientras que no se detectd diferencia para la carga virica entre lechones de titulo bajo y de
control de exposicion (P=0,0620). Reducciones significativas (P<0,05) en el porcentaje de lechones por cerda joven
positivos para viremia indican una reduccion de la transmision vertical del PRRSv virulento de cerda joven vacunada
a cria cuando se inmuniza con cualquier dosis de MLV contra el PRRSV 94881 EU PRRS 94881. Ademas, el grupo
de titulo alto tuvo una mediana del valor de lechén por gPCR por cerda joven de 3,00 logio GE/ml en el DOF;
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mientras que el grupo de control de exposicion tuvo una mediana del valor de lechén por gPCR por cerda joven de
6,40 logio GE/ml en suero/fluidos corporales (P=0,0030). No se detectd diferencia significativa entre el grupo de
dosis baja y el grupo de control de exposicion para la carga virica de los lechones en DOF (P=0,0620). Los datos
soportan adicionalmente la eficacia de la dosis alta de MLV contra el PRRSV 94881 cuando se administra a cerdas
jovenes y cerdas.

Los grupos de titulo bajo y de titulo alto presentaron medias de 32,5% y 33,4%, respectivamente, para lechones por
camada con enfermedad clinica (una puntuacion de observacion clinica de > 0) durante al menos un dia de DOF+1
a DOF +20. Estos resultados fueron significativamente inferiores para el grupo de control de exposicion, que
presentd una media de 91,6% de lechones por camada para el mismo parametro (P<0,0001), soportando
adicionalmente la eficacia de la vacuna para ambos niveles de dosis.

No se detecto diferencia significativa entre grupos para pesos corporales medios de lechones en DOF 0 (P=0,2972);
mientras que ambos grupos de vacunas tuvieron pesos corporales significativamente mayores en DOF+20 y ADWG
de DOF 0 a DOF+20 (P<0,0028). De nuevo, estos resultados soportan la eficacia de ambas dosis de MLV contra el
94881 del PRRS.

Los resultados de la autopsia confirmaron la correcta clasificacion de casi todos los fetos en el parto. Debido al
numero muy pequefio de fetos que se anotaron como aplastados que fueron en realidad nacidos muertos y nacidos
muertos que fueron en realidad aplastados en el parto, en comparacion con el nimero total de fetos correctamente
clasificados en el parto, no se hicieron cambios en los datos de rendimiento de las cerdas jovenes antes de
analizarse. Un lechon de control de exposicion murié posteriormente a la recogida de sangre. Como esta situacion
so6lo implicd a un lechén en comparacion con el gran nimero total de lechones en el grupo de control de exposicion,
este lechon no se elimind de los andlisis.

Las muestras de pulmoén se recogieron de 141, 79, 75 y 4 fetos/lechones muertos de los grupos de control de
exposicion, de titulo bajo, de titulo alto y de control negativo, respectivamente. Se determiné un valor de pulmén por
gPCR medio de 4,68, 4,10, 3,55 y 0,00 log1o GE/mI para los grupos de control de exposicion, de titulo bajo, de titulo
alto y de control negativo, respectivamente. No se realizaron andlisis en estos datos ya que a los lechones vivos a
los 20 dias de edad no se les hizo la autopsia, pero estos resultados ponen de relieve que las cerdas jovenes
vacunadas con MLV contra el PRRSV 94881 produjeron menor carga virica en los pulmones de lechones cuando las
cerdas jovenes se expusieron a un PRRSv virulento.

En conclusion, los resultados de este estudio demostraron porcentajes significativamente mayores de lechones vivos
por camada en el parto (P<0,0455) y mayores porcentajes y numeros de lechones por camada en el destetamiento
(P<0,0203) para ambos grupos de vacunas en comparacion con el grupo de control de exposicion. Por tanto, se
cumplié el objetivo del estudio y los datos de este estudio establecen la MID de MLV contra el PRRSV 94881 en
cerdas jovenes como 1 x 10%*2 TCIDs¢/2 ml. Estos resultados se alcanzaron 118 dias después de la vacunacién, que
ademas establece la duracion de la inmunidad (DOI) en cerdas jovenes en aproximadamente 4 meses.

Cuando se examinaron los datos de apoyo, la dosis alta de MLV contra el PRRSV 94881 (1 x 103% TCIDs¢/2 ml) se
asocié a un mayor porcentaje y numero de lechones sanos por cerda joven en el parto (P<0,0211), un menor
porcentaje y numero de fetos débiles y momificados (P<0,0090), un menor porcentaje de cerdas jovenes positivas
por gPCR y menor carga virica en cerdas jovenes después de la exposicion en D125, DOF 0 y DOF+13 (P<0,0155),
un menor porcentaje de lechones por cerda joven positiva por gPCR y menor carga virica en lechones en DOF 0
(P=<0,0030), un menor porcentaje de lechones por cerda joven con enfermedad clinica (P<0,0001) y mayores pesos
corporales de los lechones en DOF+20 y ADWG (P<0,0013).

El grupo de dosis baja se asocioé a un mayor porcentaje de lechones sanos por cerda joven en el parto (P=0,0138),
un menor porcentaje y nimero de fetos momificados (P<0,0190), un menor porcentaje de cerdas jovenes positivas
por qPCR y menor carga virica en cerdas jovenes después de la exposicion en D125, D132, DOF 0 y DOF+13
(P<0,0290), un menor porcentaje de lechones por cerda joven positiva por g°PCR en DOF 0 (P=0,0381), un menor
porcentaje de lechones por cerda joven con enfermedad clinica (P<0,0001) y mayor peso corporal de los lechones
en DOF+20 y ADWG (P<0,0028).

Ejemplo 7 Evaluacion de la aparicion de inmunidad de MLV contra el PRRSV 94881 en lechones susceptibles tras la
exposicidn a una cepa aislada europea heterdloga del PRRS dos semanas después de la vacunacion

El objetivo de este estudio de exposicion a vacunacion fue evaluar la aparicion de inmunidad (OOI) dos semanas
después de la administracion del candidato a vacuna contra el sindrome reproductor y respiratorio porcino, la cepa
aislada derivada de europea 94881, virus vivo modificado (MLV contra el 94881 del PRRS), en lechones
susceptibles de 14 + 3 dias de edad. El criterio de eficacia primaria para satisfacer una OOI de 2 semanas después
de la vacunacion fue si el grupo vacunado (Grupo 1) demostré una diferencia significativa (p<0,05) para lesiones
pulmonares después de la exposicion en comparacion con el grupo de control de exposicion sin vacunar (Grupo 2).
Los parametros secundarios incluyeron evaluaciones clinicas después de la vacunacion, observaciones clinicas
después de la exposicion, temperaturas rectales, aumento de peso diario promedio, evaluacién de anticuerpos del
PRRS y viremia en muestras de suero y cuantificacion del virus PRRS en muestras de pulmén recogidas en la
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autopsia.

Los lechones se asignaron aleatoriamente a cualquier Grupo 1 (vacuna MLV contra el PRRSV 94881 que contiene 1
x 10382 TCIDso/ml y expuesto; n=20), Grupo 2 (vacuna de placebo y expuesto; n=20) o Grupo 3 (vacuna de placebo
y no expuesto; n=10). Los lechones se alojaron en corrales de plastico con suelos elevados (n=5/corral). Cada grupo
de tratamiento se alojé en una habitacion diferente para evitar la transmision del PRRSv por vias mecanicas, que
incluyen aerosolizacion.

Todos los animales asignados a este estudio completaron el estudio. No se informaron acontecimientos adversos
durante este estudio. Las puntuaciones de lesion pulmonar medias en D24 fueron 27,4% y 54,8% para los cerdos
vacunados con MLV contra el PRRSV 94881 y los controles de exposicion, respectivamente. La puntuacion de
lesién pulmonar media para los cerdos vacunados con MLV contra el PRRSV 94881 fue significativamente menor
que la de los controles de exposicion (p=0,0002) y, por tanto, se cumplio la variable de eficacia primaria y la OOl se
establecio en 2 semanas tras una Unica vacunacion. Una proporcion significativamente mayor de cerdos vacunados
con MLV contra el PRRSV 94881 tuvieron titulos de anticuerpos del PRRS positivos en D14, D17 y D21 en
comparacion con los controles de exposicion (p<0,0012). El ABC media para viremia fue significativamente menor
para cerdos vacunados con MLV contra el PRRSV 94881 en comparacion con los controles de exposicion para D17-
D24 (50,72 y 54,61 logio GE/mI, respectivamente; p=0,0039) después de la exposicion. Los cerdos vacunados con
MLV contra el PRRSV 94881 no presentaron signos de letargo (0%) después de la exposicidon en comparacion con
45% de los cerdos del control de exposicion (p=0,0012). Los cerdos vacunados con MLV contra el PRRSV 94881
tuvieron mayores aumentos de peso durante la fase después de la exposicion (SD 14-SD 24) del estudio en
comparacion con los controles de exposicion (0,3 y 0,1 kg, respectivamente; p=0,0003).

La significativa reduccion (p<0,05) de las lesiones pulmonares, signos clinicos, replicacion del virus en la sangre y
los pulmones después de la exposicion, ademas de la mejora de los rendimientos de crecimiento en animales
vacunados, demuestra la eficacia de la vacuna contra el PRRSv virulento cuando la exposicion se realiza 2 semanas
después de la vacunacion. Por tanto, soporta la demostracion de una aparicién de inmunidad al menos 2 semanas
después de la vacunacion con MLV contra el 94881 del PRRS.

Objetivos/fin del estudio

El objetivo de este estudio de exposicion a vacunacion fue evaluar la aparicion de inmunidad (OOI) dos semanas
después de la administracion del candidato a vacuna contra el sindrome reproductor y respiratorio porcino, cepa
aislada derivada de europea 94881, virus vivo modificado (MLV contra el 94881 del PRRS), en lechones
susceptibles de 14 + 3 dias de edad. El criterio de eficacia primaria para satisfacer una OOI de 2 semanas después
de la vacunacion fue si el grupo vacunado (Grupo 1) demostré una diferencia significativa (p<0,05) para lesiones
pulmonares disminuidas después de la exposicion en comparacion con el grupo de control de exposicion sin vacunar
(Grupo 2).

Los parametros de eficacia secundarios analizados entre el grupo de vacunas y el grupo de control de exposicion
incluyeron evaluaciones clinicas después de la vacunacion, serologia del PRRS, viremia del PRRS después de la
exposicién, observaciones clinicas después de la exposicion, aumento de peso diario promedio (ADWG),
temperaturas rectales y cuantificacion del PRRSv en los pulmones.

Un grupo de control negativo (Grupo 3), que no se vacuno ni se expuso, se incluyo en el estudio para demostrar que
la piara fuente estuvo libre de infeccion por PRRSv durante el periodo de ensayo y que la bioseguridad no se
infringi6é durante este ensayo.

Programa de acontecimientos

Tabla 7.1 Programa de acontecimientos

Dia de estudio | Fechas Acontecimiento clave del estudio
-8 14-Dic-09 Cribado para estado por ELISA del PRRS negativo
-1 21-Dic-09 Llegada a VRI; examen de salud
1a12 21-Dic-09a03- | g1 aciones clinicas
Ene-10
0 22-Dic-09 Recogida de pesos corporales
Vacunacion del Grupo 1 con IVP, vacunacioén de los Grupos 2 y 3 con CP
7 29-Dic-09 Muestra de sangre
13a24 04-Ene-10a Observaciones clinicas y temperaturas rectales
15-Ene-10
Recogida de pesos corporales y muestra de sangre; Grupos de exposicion 1y
14 05-Ene-10 . .
2 con cepa aislada del PRRS europea heterologa
17y21 08-Ene-10y Muestra de sangre
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Dia de estudio | Fechas Acontecimiento clave del estudio
12-Ene-10
Sacrificio y autopsia de cerdos después de la recogida de datos y muestras;
24 15-Ene-10 g e . - 3
puntuacién de pulmones para patologia; recogida de tejidos de pulmén

Diseno del estudio

Tabla 7.2 Disefo del estudio

Grupo Namero de Tratamiento en DO Exposiciéon en D14 con 1 ml/orificio |Sacrifico y
P lechones en DO | (14 t 3 dias de edad) nasal y 1 ml IM de PRRSv 205817 | autopsia en D24

1,0 ml IM de IVP (1 x 10382 . .

! 20 TCIDso/ml) S S
1,0 ml IM de producto de
control (CP; placebo del , ,

2 20 mismo producto sin MLV S S
contra el 94881 del PRRS)

3 10 1,0 ml IM de CP No Si

Criterios de cegado

El investigador del estudio y los representantes fueron cegados a los grupos de tratamiento asignados durante la
fase en vida del estudio. Para mantener este cegado, un individuo que no participd en las evaluaciones de los
cerdos (es decir, evaluaciones clinicas, observaciones clinicas o autopsias) realizo la aleatorizacion y administro los
tratamientos de IVP y CP asignados en DO. El personal del laboratorio de BIVI se ceg6 al tratamiento que recibia
cada cerdo mientras que realizaban sus tareas respectivas.

Materiales

Producto veterinario en investigacion (IVP) y producto de control (CP)

Tabla 7.3 IVP

Nombre del producto
genérico:

Sindrome reproductor y respiratorio porcino, virus vivo modificado

Cepa:

94881

Produccién y formulacion:

La produccion de BIVI produjo MLV contra el 94881 del PRRS, lote 390-005
(Apéndice 4), segun el Resumen de produccion, codigo 19S1.U_y el Dosier EU
parte 2b.

En DO, BIVI-Ames reconstituyé/diluy6 la vacuna MLV contra el 94881 del PRRS, lote
390-005 (Apéndice 4), con solucion salina tamponada con fosfato (PBS; lote 809-
003, Apéndice 5) para formular el IVP, lote n® 257-086. Los registros de la
formulacion transcrita para el IVP se presentan en el Apéndice 7 (registros originales
disponibles a peticion).

Boehringer Ingelheim Vetmedica, Inc.

Fabricante: 2621 North Belt Highway
St. Joseph, MO 64506, EE.UU.
Lote n°: N257-086

Fecha de caducidad:

Se asigno una fecha de caducidad del 22-Dic-09 al IVP solo para fines de estudio.

Condiciones de
almacenamiento:

Vacuna liofilizada: 2-8°C
IVP rehidratado/diluido: 2-8°C o sobre hielo

Pruebas:

El lote 390-005 se probd por BIVI-QC segun el borrador del Resumen de produccion
y el Dosier de EU parte 2F.

Al principio y al final del método de la vacunacion se contacté con personal de BIVI-
Ames. El personal de laboratorio de BIVI-Ames probd antes de y después de la
vacunacion alicuotas para el IVP para el titulo de virus segun el Método de titulos de
PRRSv (Apéndice 1, Anexo 6).

Resultados de las pruebas:

Serie 390-005: Los resultados fueron satisfactorios (Apéndice 4).
Lote de IVP N257-086: Titulo medio de 1 x 10382 TCIDso/ml (Apéndice 7).

Retencion de IVP:

IVP se formuld soélo para este estudio y no se retuvo.
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Tabla 7.4 CP
Norppre.del producto Placebo

genérico:
La produccion de BIVI produjo producto de placebo liofilizado que contenia material
inerte comprendido en la serie de vacuna sin MLV contra el PRRSV 94881 (lote
N240-191-062409, Apéndice 6).

Formulacion: En DO, BIVI-Ames reconstituyé el lote N240-191-062409 con solucion salina
tamponada con fosfato (PBS; lote 809-003, Apéndice 5) para formular el CP, lote n°
257-085. Los registros de la formulacion transcrita para el CP se presentan en el
Apéndice 7 (registros originales disponibles a peticion).
Boehringer Ingelheim Vetmedica, Inc.

Fabricante: 2621 North Belt Highway

St. Joseph, MO 64506, EE.UU.

Numero de lote:

N257-085

Fecha de caducidad:

Se asigno una fecha de caducidad del 22-Dec-09 al CP solo para fines de estudio.

Condiciones de
almacenamiento:

Vacuna liofilizada: 2-8°C
CP rehidratado: 2-8°C o sobre hielo

Pruebas:

CP se probé por BIVI-QC para esterilidad segun EP segun el Resumen especial n°
96 (Apéndice 1, Anexo 5).

Resultados de las pruebas: | Se determind que CP era estéril (Apéndice 7).

Retencién de CP:

CP se formuld solo para este estudio y no se retuvo.

Material de exposiciéon

5 Tabla 7.5 Material de exposicion

Nombre/nimero de
cepa aislada

Cepa aislada del PRRS 205817

Localizacion y fecha de
aislamiento, incluidos
sintomas clinicos

La cepa aislada del virus PRRS europeo 205817 se derivo de la cepa aislada 190136
originariamente obtenida de tejido de pulmdn de un lechdn recién nacido de una granja
que mostraba signos reproductivos tipicos de PRRS (abortos en cerdas y debilidad en
lechones recién nacidos) durante un brote en baja Sajonia, Alemania, en abril de 2004.
Los veterinarios enviaron las muestras de pulmon a BioScreen (la muestra llegé el 21 de
abril de 2004) para pruebas de diagndstico. La cepa aislada n® 190136 se propago
directamente en células MA 104 y para su uso en futuros ensayos clinicos en BIVI se
preparé una disolucién madre de exposicion de cultivo puro. Un cultivo puro de la cepa
aislada 190136 se uso para inocular cerdos para la evaluacion de su capacidad para
reproducir la enfermedad respiratoria especifica para PRRS en un ensayo de laboratorio
controlado. Los animales expuestos presentaron dificultades respiratorias y revelaron
pruebas de neumonia intersticial tras el examen histopatolégico. Al virus PRRS que se
volvio a aislar satisfactoriamente de lesiones pulmonares se le dio la designacion de cepa
aislada 205817. La cepa aislada 205817 se propag6 directamente en células MA104 y
para su uso en futuros ensayos clinicos de BIVI se prepar6 una disoluciéon madre de
exposicion de cultivo puro.

Formulacion:

El virus de exposicion se descongeld y se diluyé con MEM (medio esencial minimo) a un
titulo elegido como diana de aproximadamente 1 x 108 TCIDso/3 ml en D14. Se preparo
un volumen adecuado de material de exposicion. Se tomaron dos alicuotas del material
de exposicion.

Numero de lote:

N257-093

Fabricante:

Boehringer Ingelheim Vetmedica, Inc. — EE.UU.

Condiciones de
almacenamiento

Se almaceno material de exposicion a granel a -70 + 10°C. Una vez preparado, el
material de exposicién diluido se mantuvo sobre hielo hasta que se administré.

Pruebas:

Al principio y al final del método de exposicion se contacté con BIVI-Ames. El personal del
laboratorio de BIVI-Ames probo antes y después de la exposicién alicuotas para el titulo
de virus segun el Método de titulos de PRRSv

Resultados de las
pruebas:

El material de exposicion tuvo un titulo medio de 1 x 10%7" TCIDs0/3 ml de dosis
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1,0 ml/orificio nasal y 1,0 ml IM en el cuello izquierdo (administrado a todos los cerdos en

Via de administracion los Grupos 1y 2 en D14).

Retencion del material . S . .
El material de exposicion sélo se formul6 para este estudio y no se retuvo.

de exposicion:

Tratamientos
Justificacion de la dosificacion

El IVP se administr6 como una dosis de 1,0 ml a cerdos asignados para evaluar la OOl de MLV contra el PRRSV
94881 2 semanas después de la vacunacion. El CP se administré6 como una dosis de 1,0 ml a los Grupos 2 y 3 como
una vacuna de placebo.

Pauta de dosificacion

IVP o CP se administré a un cerdo asignado en la regiéon derecha del cuello IM en DO usando una jeringuilla Luer-
lock estéril de 3,0 ml y una aguja estéril 20g x 1 pulgada (2,54 cm) o 18g x % pulgada (1,91 cm) por una persona que
no recogia datos del estudio. La pauta de dosificacion se muestra a continuacién en la Tabla 7.6.

Tabla 7.6 Pauta de dosificacion

Grupo Numero Tratamiento Dosis/via Dia de estudio
1 20 IVP 1,0 ml IM DO
2 20 CP 1,0 ml IM DO
3 10 CP 1,0 ml IM DO

Informacién sobre los animales
Detalles de los animales del estudio

Tabla 7.7 Informacion sobre los animales

Wilson Prairie View Farm
. N5627 Highway DD
Fuente: Burlington, W1 53105
EE.UU.
Numero . de 50
lechones:
Fecha de | Los cerdos llegaron a las instalaciones de Veterinary Resources, Inc. (VRI) Cambridge el 21 de
llegada: diciembre de 2009 (D-1).
Tratamiento a la | Alos 50 cerdos asignados al estudio se les administré6 EXCEDE® a la dosis de etiqueta IM en el
llegada: jamodn derecho después de la llegada.
Identificacion: Oreja etiquetada individualmente con un Unico numero
Especie: Porcina
Raza: Cruzada comercial
Sexo: Mezclado (hembras y machos castrados)
Inter\{alo de 11 a 17 dias de edad en DO
edad:
Intervalo de | 35 55 kg en DO
peso:
Propietario de los
animales de | Boehringer Ingelheim Vetmedica, Inc.
prueba:
En D-1, los cerdos seleccionados para la asignacion al estudio fueron observados por el
Estado investigador del estudio y determind que estaban en buen estado de salud y nutricional. Las
fisioldgico: observaciones se registraron en el cuaderno de recogida de datos del examen de salud del
animal.
Grupo 1 (n=20): Grupo 2 (n=20): Grupo 3 (n=10):
: : 55, 56, 60, 72, 75, 76, 77, | 57, 61, 62, 68, 78, 81, 86, | 51, 69, 80, 85, 104, 105, 128,
ﬁ::gg:?g”rizoge 83, 87, 91, 99, 102, 116, | 89, 97, 110, 129, 132, 135, | 131, 133y 155
117, 124, 141, 142, 144, | 150, 152, 154, 160, 165,
156y 162 167y 168
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Criterios de inclusion/exclusion

Todos los lechones enrolados en este estudio fueron negativos por ELISA para PRRS y estaban sanos en el
momento de la vacunacién como se ha determinado por observacion.

Criterios de eliminacién después de la inclusién
No se eliminaron cerdos del estudio.
Manipulacion y alojamiento de los animales
Alojamiento de los animales

Los lechones se alojaron en Veterinary Resources, Inc. (VRI) en Cambridge, IA, durante la duracion del estudio. Los
grupos 1, 2 y 3 se alojaron en habitaciones uniformes pero separadas para garantizar la bioseguridad. Los lechones
se alojaron en multiples corrales (5 lechones/corral) dentro de cada habitacion. El Grupo 1 se alojé en 4 corrales en
la Habitacién 5, el Grupo 2 se alojé en 4 corrales en la Habitacion 6 y el Grupo 3 se alojé en 2 corrales en la
Habitacién 4. Los corrales estaban constituidos por cubas de plastico sobre bases elevadas con revestimiento del
suelo de pizarra de plastico. Cada corral contuvo un comedero de 6 orificios de plastico y un bebedero de boquilla.
Cada habitacién de aislamiento se construy6é idéntica a las otras y todas cumplen el nivel de biorriesgo 2 (BL2), se
filtran con Hepa, se ventilan mecanicamente con control de temperatura regulado por termostato.

El aislamiento del grupo de tratamiento fue necesario en este estudio ya que es muy conocido dentro de la
comunidad cientifica que el PRRSv se propaga facilmente de cerdo a cerdo por diversos mecanismos que incluyen
la aerosolizacion. Esto incluye vacunas contra el PRRS vivas avirulentas ya que estos productos bioldgicos incluyen
particulas viricas atenuadas que imitan las caracteristicas del PRRS natural virulento sin la capacidad para producir
enfermedad. Los métodos apropiados fueron in situ para garantizar que se mantenia la bioseguridad y que los
animales vacunados no se contaminaban accidentalmente de forma cruzada con animales de control negativo sin
tratamiento previo contra el PRRSv no vacunados. El personal de la instalacion de prueba tomé medidas apropiadas
para limpiar y desinfectar adecuadamente cada habitacion antes de su uso para este estudio.

Cada habitacion en la instalacién tiene ventiladores y calefactores para ayudar en la suficiente circulacion y el
calentamiento del aire. El sistema de ventilaciéon es separado aunque idéntico para cada habitacion, por lo que el
aire no es compartido entre habitaciones.

El pienso solido se almacend en bolsas, libres de bichos. El agua estaba a voluntad. Los lechones se alimentaron
con una racion comercial (Lean Metrics Infant, Purina Mills, St. Louis, MO) medicada con tiamulina (35 g/ton) y
clortetraciclina (400 g/ton) a voluntad apropiada para su tamafo, edad y condicién; segun practicas de cria de
animales aceptables para la region. Los cerdos tenian buen estado de salud y nutricional antes de iniciarse el
estudio como se ha determinado por el investigador del estudio.

Durante el estudio se observaron animales seleccionados con una leve pérdida de condicién corporal, aspecto
despeinado del pelo, articulaciones hinchadas y grados variables de cojera. El investigador del estudio considerd
que todo esto eran condiciones no especificas que comunmente se producian en grupos de cerdos alojados en
confinamiento. También se anotaron tos, estornudos, respiracion rapida, disnea y letargo de leve a moderado en
cerdos seleccionados después de la exposicion y se consideraron signos clinicos tipicos asociados a neumonia,
aunque no especificos para etiologia. El investigador del estudio determind que no se requerian tratamientos
concomitantes para ningun animal durante este estudio.

Todos los cerdos asignados a este estudio fueron desechados por incineracion comercial después de la eutanasia y
autopsia en D24. Ningun producto alimenticio de los animales enrolados en este estudio entr6 en la cadena
alimentaria humana.

Evaluacion de la eficacia

Para evaluar la OOl de MLV contra el PRRSV 94881 2 semanas después de la vacunacion, los Grupos 1y 2 se
expusieron en D14 y se evaluaron las lesiones pulmonares después de la exposicion. Se logré una OOl de 2
semanas después de la vacunacion cuando el Grupo 1 (dosis de inmunizacién minima de MLV contra el 94881 del
PRRS) demostré una patologia pulmonar significativamente disminuida (p<0,05) después de la exposicion en
comparacion con el grupo de control de exposicion (Grupo 2).

Los parametros de eficacia secundaria analizados entre el grupo de vacunas y el grupo de control de exposicion
incluyeron evaluaciones clinicas después de la vacunacion, observaciones clinicas después de la exposicion,
temperaturas rectales, peso corporal y aumento de peso diario promedio (ADWG), evaluacion de anticuerpos del
PRRS y viremia en muestras de suero y cuantificacion del virus PRRS en muestras de pulmén recogidas en la
autopsia.
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Un grupo de control negativo (Grupo 3), que no se expuso, se incluyé en el estudio para demostrar que la piara
fuente estaba libre de infeccion por PRRS y que la bioseguridad se mantenia durante el estudio.

Criterios para una prueba valida

Se requirié que todas las muestras de suero antes de la compra y en DO fueran negativas para anticuerpos del
PRRS.

Las muestras de suero recogidas de los Grupos 2 y 3 hasta el dia de la exposicion y del Grupo 3 hasta que se
completara el estudio tuvieron que estar libres de anticuerpos del PRRS para que el estudio fuera valido.

Parametros de resultados primarios

La variable de eficacia primaria para la evaluacion estadistica fue puntuaciones de lesién pulmonar totales en D24
del estudio.

Puntuaciones de lesién pulmonar total

En el Dia 24, después de recogerse y registrarse los datos y las muestras, todos los cerdos del estudio se
sacrificaron siguiendo VRI SOP PRC1027 (Apéndice 1, Anexo 8). A cada cerdo se le practico la autopsia segun VRI
SOP PRC 1028. La cavidad toracica se expuso por un representante y se extrajeron el corazén y los pulmones. El
investigador del estudio examiné cada conjunto de pulmones, describié cualquier patologia macroscépica observada
y determin6 el % de patologia para cada I6bulo del pulmén. Las observaciones y los datos se registraron en el
cuaderno de recogida de datos del informe de la autopsia. Para cada cerdo se determiné una puntuacion de lesién
pulmonar total usando la férmula de EP.

Parametros de apoyo

Otros parametros que iban a analizarse entre el Grupo 1y el Grupo 2 incluyeron evaluaciones clinicas después de la
vacunacion, serologia del PRRS, viremia después de la vacunacion, observaciones clinicas después de la
exposicion, ADWG, temperaturas rectales y cuantificacion del virus en los pulmones después de la exposicion. Estos
parametros se analizaron como parametros de apoyo y no sirvieron de parametros primarios para satisfacer el
objetivo del estudio.

Evaluacion clinica

Todos los cerdos se observaron en los dias expuestos en la Tabla 7.1 para evaluaciones clinicas después de la
vacunacion por el investigador del estudio o representantes. Las observaciones se registraron en el cuaderno de
recogida de datos de las evaluaciones clinicas.

Serologia del PRRS

Se recogié sangre venosa completa en los dias expuestos en la Tabla 3. Brevemente, se recogieron
aproximadamente 2-5 ml de sangre de cada lechén en un tubo(s) separador(es) de suero (SST) de tamafio
apropiado. Se registraron las recogidas de muestras Se registraron las recogidas de muestras en el cuaderno de
recogida de datos de la recogida de muestras. Se dejé que la sangre coagulara a temperatura ambiente en los SST.
Las muestras de sangre fueron llevadas a BIVI-Ames en el dia de recogida y se completd el cuaderno de recogida
de datos de la entrega de especimenes. Las muestras de sangre se centrifugaron por BIVI-Ames y el suero se
recogio, se fracciond y se transfirié a tubos apropiados. Cada tubo se etiquetd con el nimero de ID del lechodn, el
numero de estudio, la fecha de recogida, el dia de estudio y el tipo de muestra. En BIVI-Ames, un conjunto de
muestras de suero se mantuvo a 2-8°C y el otro conjunto de muestras de suero se mantuvo a -70 + 10°C.

Las muestras de suero recogidas los dias 0, 7, 14, 17, 21 y 24 y mantenidas a 2-8°C se probaron por BIVI-Ames
para anticuerpos del PRRS. Los resultados se informaron como negativos (relacion S/P de ELISA de < 0,4) o
positivos (relacion S/P de ELISA de = 0,4).

Viremia del PRRS

El otro conjunto de muestras de suero recogido en los dias 0, 7, 14, 17, 21 y 24 y mantenido a -70 + 10°C en BIVI-
Ames hasta que se completo la fase en vida del estudio.

Un cuaderno de recogida de datos de la entrega de especimenes completo se incluyé con el envio. BioScreen probd
las muestras de suero para ARN del PRRSv por qPCR. Los resultados se informaron como equivalente de
genoma/ml (log GE/ml).

Observaciones clinicas después de la exposicion

Los lechones se observaron para signos clinicos de enfermedad en los dias expuestos en la Tabla 7.1. Las
observaciones se realizaron por el investigador del estudio o representantes y se registraron en el cuaderno de
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recogida de datos de las observaciones clinicas. Los lechones se observaron cada dia para respiracion,
comportamiento y tos basandose en el sistema de puntuacion de observaciones clinicas explicado a continuacién en
la Tabla 7.8.

Tabla 7.8 Sistema de puntuacion de observaciones clinicas

Respiracion Comportamiento Tos

0 = respiracion normal 0 = normal 0 = ninguna

1 = respiracion jadeante/rapida 1 = letargo de leve a moderado 1 = tos suave o intermitente

2 = disnea 2 = gravemente letargico o recostado 2 = tos aspera o grave, repetitiva
3 = muerto 3 = muerto 3 = muerto

Aumento de peso diario promedio (ADWG)

Los pesos corporales individuales se recogieron en los dias expuestos en la Tabla 3. Cada cerdo se pes6 en una
bascula calibrada por el investigador del estudio o representantes. Los resultados se informaron en kg en el
cuaderno de recogida de datos del peso corporal. El aumento de peso diario promedio se determin6 de DO a D14 y
de D14 a D24.

Temperaturas rectales

Las temperaturas rectales se recogieron por el investigador del estudio o representantes en los dias expuestos en la
Tabla 6.1. Las temperaturas rectales se registraron en °C en el cuaderno de recogida de datos de las observaciones
clinicas.

Cuantificacion del virus PRRS en tejido de pulmén

Para cada conjunto de pulmones se retuvieron dos muestras de los I6bulos apicales izquierdo y derecho, los I6bulos
cardiacos izquierdo y derecho, los I6bulos diafragmaticos izquierdo y derecho y el Idbulo intermedio. Cada muestra
de pulmon tenia aproximadamente 1 pulgada (2,54 cm) x 1 pulgada (2,54 cm). Para un conjunto de muestras de
pulmoén, las tres muestras del lado izquierdo se combinaron en un recipiente; mientras que las tres muestras del lado
derecho y la muestra del I6bulo intermedio del pulmén se combinaron en otro recipiente. Cada recipiente se llend
con una cantidad suficiente de 10% de disolucion de formalina. Para el otro conjunto de muestras de pulmon, las
tres muestras de pulmén del lado izquierdo se combinaron en un Whirlpak®; mientras que las tres muestras del lado
derecho y la muestra del l6bulo intermedio del pulmén se combinaron en otro Whirlpak®. Todos los recipientes y
Whirlpak® se etiquetaron apropiadamente con el nimero de animal, nimero de estudio, fecha de recogida, dia de
estudio, tipo de muestra y si las muestras son del lado izquierdo o derecho. Las muestras de pulmén en Whirlpak®
se almacenaron sobre nieve carbdnica hasta que se transportaron a BIVI-Ames, mientras que las muestras en
formalina se almacenaron a temperatura ambiente. Las recogidas de muestras se registraron en el cuaderno de
recogida de datos del informe de la autopsia. Las muestras de tejido de pulmon fijadas en formalina y las muestras
de pulmén en Whirlpak® se transfirieron a BIVI-Ames. Un cuaderno de recogida de datos de la entrega de
especimenes completo se incluyd con cada envio.

Un cuaderno de recogida de datos de la entrega de especimenes completo se incluyd con el envio. BioScreen probd
las muestras de pulmén para ARN del PRRSv por gPCR (Apéndice 1, Anexo 7). Los tejidos de pulmon izquierdo se
homogeneizaron y probaron. Los tejidos del pulmén derecho y las muestras del I16bulo intermedio del pulmén se
homogeneizaron y se probaron. Los resultados se informaron como equivalente de genoma (log GE/ml) para
muestras del pulmoén izquierdo y derecho.

Acontecimientos adversos

No se informé de acontecimientos adversos durante este estudio.
Métodos estadisticos

Unidad experimental

Los grupos de tratamiento tuvieron que alojarse en habitaciones separadas en este estudio para evitar la transmision
del PRRSv a grupos no vacunados. Por tanto, la habitacion fue la unidad experimental. Sin embargo, para los fines
de este analisis se ignoré un posible debido a confundir los efectos de “habitacion” y “tratamiento”, y el lechdn se usé
como unidad experimental.

Aleatorizacion

Cincuenta (50) lechones se asignaron a bloques por peso (n=5 lechones/bloque). A cada cerdo se le asignd un
numero aleatorio usando la funcién de nimeros aleatorios en Excel. Dentro de cada bloque de peso, los cerdos se
clasificaron en orden numérico ascendente del numero aleatorio asignado. Entonces, los grupos de tratamiento se
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asignaron a cerdos en este orden numérico: los 2 numeros aleatorios mas bajos se asignaron al grupo 1, los 2
siguientes numeros se asignaron al grupo 2 y el nimero mas alto se asigné al Grupo 3. Los Grupos 1y 2
contuvieron cada uno 20 cerdos y el Grupo 3 contuvo 10 cerdos.

Analisis

Los analisis estadisticos y los resuimenes de datos se realizaron por Dr. rer. hort. Martin Vanselow, Biometrie &
Statistik, Zum Siemenshop 21, 30539 Hannover, Alemania, +49(0) 511 606 777 650, m.vanselow@t-online.de.

Los datos se analizaron suponiendo una estructura de disefio completamente aleatoria. Los analisis estadisticos se
realizaron usando la version del software SAS 8.2 (SAS, Cary, EE.UU./Carolina del Norte, SAS Institute Inc). Todas
las pruebas en diferencias se disefiaron como pruebas bilaterales a a = 5%.

Puntuaciones de lesién pulmonar total

La puntuacion de lesion pulmonar total en el dia de la autopsia (D24) se midié como el porcentaje de implicacion
pulmonar calculado segun la formula de ponderacion recomendada en el borrador de la monografia Vacuna contra
la neumonia enzodtica porcina (inactivada). Esta formula tiene en cuenta el peso relativo de cada uno de los siete
I6bulos del pulmén. El porcentaje evaluado del area del I6bulo del pulmén con lesiones tipicas se multiplicd por el
factor respectivo por I6bulo del pulmén dando la puntuacién de lesiéon pulmonar ponderada total. Los factores para
los l6bulos de pulmén respectivos se presentan en la Tabla 7.9.

Tabla 7.9 Factores para calcular las puntuaciones de lesiéon pulmonar

Lébulo del pulmén Factor
Apical izquierdo 0,05
Cardiaco izquierdo 0,06
Diafragmatico izquierdo 0,29
Apical derecho 0,11
Cardiaco 0,10
Diafragmatico derecho 0,34
Accesorio/intermedio derecho 0,05

Los grupos de tratamiento se compararon en diferencias usando la prueba de Wilcoxon Mann-Whitney.
Evaluacién clinica después de la vacunacion

Se generaron tablas de frecuencias de animales con al menos un hallazgo positivo entre D1 y D12. Las diferencias
entre los grupos de tratamiento se probaron por la prueba exacta de Fisher.

Serologia del PRRS

Se generaron tablas de frecuencias de resultados positivos por ELISA. Las diferencias entre los grupos de
tratamiento se probaron por la prueba exacta de Fisher.

Viremia del PRRS

Los datos de viremia se evaluaron por separado para cada dia de investigacion. Adicionalmente, para la carga virica
se analizaron las areas bajo las curvas de respuesta individuales entre D14 y D24 (ABC D14-D24) y entre D17 y
D24 (ABC D17-D24).

Los datos de PCR cuantitativa (carga virica del PRRS [logio GE/ml]) se usaron para comparaciones entre los grupos
de tratamiento por la prueba de Wilcoxon Mann-Whitney. Antes de los calculos, el resultado analitico 'no detectado'
se sustituyd por un valor de logio GE/ml de 0,0 y 'positivo’ se sustituyé por 3,0. Los grupos de tratamiento se
probaron en diferencias usando la prueba de Wilcoxon Mann-Whitney.

Observaciones clinicas después de la exposicion

Se generaron tablas de frecuencias de animales con al menos un hallazgo positivo entre D15 y D24. Las diferencias
entre los grupos de tratamiento se probaron por la prueba exacta de Fisher.

Las puntuaciones maximas y las puntuaciones medias por animal de D15 a D24 para respiracion, comportamiento,
tos y para los tres sumados juntos (total) se usaron para la evaluacién estadistica. Las diferencias entre los grupos
de tratamiento se probaron por la prueba de Wilcoxon Mann-Whitney.
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Peso corporal y aumento de peso diario promedio

Los aumentos de peso diarios individuales se calcularon para los periodos de tiempo entre DOy D14 y entre D14 y
D24. Para cada dia de investigacion y para cada periodo de tiempo se calcularon las estadisticas descriptivas. Las
diferencias entre los grupos de tratamiento se probaron usando analisis de la varianza y posteriores pruebas de la t.
Las medias por minimos cuadrados de los grupos y las diferencias entre las medias por minimos cuadrados con
intervalos de confianza de 95% se calcularon a partir del analisis de la varianza.

Temperaturas rectales

Las diferencias entre los grupos de tratamiento con respecto a los datos de temperatura originales se probaron
usando analisis de la varianza y posteriores pruebas de la t. Las medias por minimos cuadrados de los grupos y las
diferencias entre las medias por minimos cuadrados con intervalos de confianza de 95% se calcularon a partir del
analisis de la varianza.

Cuantificacion del virus PRRS en tejidos de pulmén

Los datos de PCR cuantitativa (carga virica del PRRS [log1o GE/mI]) de pulmones recogidos en D24 se usaron para
comparaciones entre los grupos de tratamiento por la prueba de Wilcoxon Mann-Whitney. Para la evaluacion se usé
el promedio (logio GE/ml) de los resultados de gPCR del pulmén izquierdo y derecho. Antes de los calculos, el
resultado analitico 'no detectado' se sustituyd por logio GE/ml de 0,0 y 'positivo' se sustituyo por 3,0.

Se generaron tablas de frecuencias de resultados por qPCR positivos. Las diferencias entre los grupos de
tratamiento se probaron por la prueba exacta de Fisher.

Resultados
Puntuaciones de lesién pulmonar total

Un resumen de las puntuaciones de lesion pulmonar totales por grupo y del valor de p asociado se muestra a
continuacion en la Tabla 7.10.

Tabla 7.10 Puntuaciones de lesion pulmonar totales (%)

Grupo' N Min. Max. Mediana IC de 95% Rangode Q| Media Valor de p
1 20 0,06 59,30 27,550 12,270 40,600 29,515 27,368 0,0002
2 20 13,86 91,60 55,200 47,300 66,500 21,850 54,841
3 10 0,00 0,06 0,000 0,000 0,000 0,000 0,006 NI

" Grupo 1 = vacuna MLV contra el PRRSV 94881 a MID, expuesto; Grupo 2 = tratado con placebo, expuesto; Grupo
3 = tratado con placebo, no expuesto. NI = no incluido en el analisis estadistico.

Las puntuaciones de lesiéon pulmonar totales medias de lechones de D24 fueron 27,368% y 54,841% para el grupo
vacunado con MLV contra el PRRSV 94881 y controles de exposicion, respectivamente. La puntuacion de lesion
para los cerdos vacunados contra el PRRS fue significativamente menor que la puntuacion de lesién media para los
controles de exposicion (p=0,0002).

Viremia del PRRS
Un resumen del ARN del PRRSv detectado en suero por datos de gqPCR se muestra a continuacion en la Tabla 7.11.

Tabla 7.11 ARN del PRRSv detectado por qPCR en suero (log1o GE/ml) por dia

Dia Grupo' | N Min. Max. | Mediana IC de 95% Rangode Q| Media |Valordep
1 20 0,00 5,34 3,00 3,00 3,79 0,82 3,17 <0,0001
7 2 20 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
3 10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 NI
1 20 0,00 4,29 3,32 3,00 3,77 0,84 3,30 <0,0001
14 2 20 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
3 10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 NI
1 20 5,54 8,07 6,72 6,47 7,08 0,80 6,78
<0,0001
17 2 20 6,44 9,02 8,18 7,47 8,47 1,09 8,00
3 10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 NI
21 1 20 6,18 8,73 7,38 7,13 8,08 0,98 7,51 0,0565
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2 20 7,22 8,86 7,87 7,62 8,11 0,57 7,88
3 10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 NI
1 20 5,82 8,54 7,15 6,73 7,84 1,16 7,26 0,6251
24 2 20 6,53 8,29 7,27 6,97 7,60 0,67 7,34
3 10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 NI
1 20 56,95 | 78,02 65,10 60,39 | 70,05 9,76 65,84 0,4945
ABC 14-24 2 20 58,74 74,30 67,02 64,38 | 68,24 4,83 66,61
3 10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 NI
1 20 | 42,98 59,51 49,52 47,46 | 54,30 7,14 50,72 0,0039
ABC17-24 2 20 | 49,08 | 60,99 54,35 52,93 | 55,38 3,63 54,61
3 10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 NI

" Grupo 1 = vacuna MLV contra el PRRSV 94881 a MID, expuesto; Grupo 2 = tratado con placebo, expuesto; Grupo
3 = tratado con placebo, no expuesto. NI = no incluido en el analisis estadistico. ABC = area bajo la curva; GE/ml por
dia

El ARN del PRRSv no se detectd en el suero de ningun lechén en DO. Los cerdos vacunados con MLV contra el
PRRSV 94881 tuvieron valores medios de 3,17 y 3,30 log1o GE/ml en D7 y D14, respectivamente. Los valores fueron
significativamente superiores a los controles de exposicion en ambos dias (p<0,0001), ya que los controles de
exposicion no tuvieron ARN del PRRSv detectado hasta D17. En ese dia, los valores medios fueron 6,78 y 8,00 log1o
GE/ml para lechones vacunados con MLV contra el PRRSV 94881 y controles de exposicion, respectivamente. El
valor de D17 para controles de exposicion fue significativamente mayor que para los lechones vacunados con MLV
contra el PRRSV 94881 (p<0,0001). Los valores medios para cerdos vacunados con MLV contra el PRRSV 94881
en D21y D24 fueron 7,51 y 7,26 log1o GE/ml en D21 y D24 respectivamente, en comparacion con 7,88 y 7,34 log1o
GE/ml para controles de exposicion en los mismos dias. No hubo diferencias significativas entre cerdos vacunados
con MLV contra el PRRSV 94881 en D21 6 24 (p=0,0565). No se detectd ARN del PRRSv en suero de ningun cerdo
de control negativo durante este estudio.

No hubo diferencias entre el ABC 14-24 para cerdos vacunados con MLV contra el PRRSV 94881 y cerdos del
control de exposicion (65,84 y 66,61, respectivamente; p=0,4945). Los cerdos vacunados con MLV contra el PRRSV
94881 tuvieron un ABC significativamente menor para D17-D24 en comparacion con los controles de exposicion
(50,72 y 54,61, respectivamente; p=0,0039).

Cuantificacion del virus PRRS en tejidos de pulmén

Los resultados individuales de gPCR del PRRSv de tejidos de pulmdn recogidos en la autopsia en D24 se presentan
en el Apéndice 1, Tabla 30. Un resumen del ARN del PRRSv detectado en tejidos de pulmén por datos de gPCR se
muestra a continuacion presentado en la Tabla 7.12 y un resumen de la frecuencia de animales con qPCR positiva
en la autopsia se muestra a continuacion en la Tabla 7.13.

Tabla 7.12 Aislamiento del virus de los pulmones, gPCR (log10 GE/mI medio) en la autopsia (D24)

Grupo' N Min. Max. Mediana IC de 95% Rangode Q| Media Valor de p
1 20 6,63 8,26 7,46 7,07 7,86 0,84 7,47 0,0101
2 20 6,55 8,67 7,99 7,69 8,14 0,54 7,88
3 10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 NI

" Grupo 1 = vacuna MLV contra el PRRSV 94881 a MID, expuesto; Grupo 2 = tratado con placebo, expuesto; Grupo
3 = tratado con placebo, no expuesto. NA = no aplicable debido a la falta de variabilidad. NI = no incluido en el
analisis estadistico.

Tabla 7.13 Frecuencia de animales con posible ARN del PRRSv, PCR de tejidos de pulmén recogidos en la autopsia
(D24)

Dia Grupo N % IC de 95% Total P
1 20 100 83,2 100,0 20 NA
24 2 20 100 83,2 100,0 20
3 0 0 0,0 30,8 10 NI

" Grupo 1 = vacuna MLV contra el PRRSV 94881 a MID, expuesto; Grupo 2 = tratado con placebo, expuesto; Grupo
3 = tratado con placebo, no expuesto. NA = no aplicable debido a la falta de variabilidad. NI = no incluido en el
analisis estadistico.
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Se detectd ARN del PRRSV en los tejidos de pulmén de todos los lechones en tanto el grupo vacunado con MLV
contra el PRRSV 94881 como en todos los lechones en el grupo de control de exposicion. No hubo diferencia entre
estos grupos. No se detectdé ARN del PRRSv en las muestras de pulmén de ningun lechén de control negativo.

Observaciones clinicas después de la exposicion

La frecuencia de lechones con al menos una puntuacién de evaluacién clinica positiva en el periodo después de la
exposicion (D15-D24) se muestra a continuacion en la Tabla 7.14.

Tabla 7.14 Frecuencia de lechones con una observacion clinica positiva después de la exposicion (D15-D24)

Parametro Grupo' |N° de positivos| % de positivos IC de 95% Total Valor de p
1 2 10 1,2 31,7 20 0,2351
Respiracion 2 6 30 11,9 54,3 20
3 0 0,0 30,8 10 NI
1 0 0 0,0 16,8 20 0,0012
Comportamiento 2 9 45 23,1 68,5 20
3 0 0 0,0 30,8 10 NI
1 6 30 11,9 54,3 20 0,2003
Tos 2 11 55 31,5 76,9 20
3 0 0 0,0 30,8 10 NI
1 6 30 11,9 54,3 20 0,0562
Total 2 13 65 40,8 84,6 20
3 0 0 0,0 30,8 10 NI

" Grupo 1 = vacuna MLV contra el PRRSV 94881 a MID, expuesto; Grupo 2 = tratado con placebo, expuesto; Grupo
3 = tratado con placebo, no expuesto. NI = no incluido en el analisis estadistico.

La respiracion anormal se observo en tanto el grupo vacunado con MLV contra el PRRSV 94881 (10%) como en el
grupo de control de exposicion (30%), sin embargo, estos valores no fueron significativamente diferentes (p=0,2351).

El comportamiento anormal sélo se observé en el grupo de control de exposicién (45%), y no en el grupo vacunado
con MLV contra el PRRSV 94881 (0%). El grupo vacunado con MLV contra el PRRSV 94881 tuvo una incidencia
significativamente menor del comportamiento anormal que los controles de exposicion (p=0,0012).

La tos se observé en tanto el grupo vacunado con MLV contra el PRRSV 94881 (30%) como en el grupo de control
de exposicion (55%). Estos valores no fueron significativamente diferentes (p=0,2003).

Los porcentajes de lechones con puntuaciones clinicas totales > 0 fueron de 30% y 65% para el grupo vacunado con
MLV contra el PRRSV 94881 y el grupo de control de exposicidn, respectivamente. Estos valores no fueron
significativamente diferentes (p=0,0562).

No se observaron signos clinicos en el grupo de control negativo en ningin momento después de la exposicion.

Un resumen de las puntuaciones de observaciones clinicas maximas por grupo para el periodo después de la
exposicion (D15 a D24) se muestra a continuacion en la Tabla 7.15.

Tabla 7.15 Puntuaciones clinicas maximas después de la exposicion, D15 a D24

Parametro Grupo' N Min. | Max. | Mediana | IC de 95% | Rangode Q | Media |Valor de p
1 20 0 1 0 0 0 0 0,1 0,1872
Respiracion 2 20 0 2 0 0 1 1 0,4
3 10 0 0 0 0 0 0 0,0 NI
1 20 0 0 0 0 0 0 0,0 0,0012
Comportamiento 2 20 0 1 0 0 1 1 0,5
3 10 0 0 0 0 0 0 0,0 NI
1 20 0 1 0 0 1 1 0,3 0,1129
Tos 2 20 0 2 1 0 1 1 0,7
3 10 0 0 0 0 0 0 0,0 NI
Total 1 20 0 1 0 0 1 1 0,3 0,0072
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2 20 0 4 1 0 2 2 1,2

3 10 0 0 0 0 0 0 0,0 NI

" Grupo 1 = vacuna MLV contra el PRRSV 94881 a MID, expuesto; Grupo 2 = tratado con placebo, expuesto; Grupo
3 = tratado con placebo, no expuesto. NI = no incluido en el analisis estadistico.

La respiracion anormal se observd en tanto el grupo vacunado con MLV contra el PRRSV 94881 como en los
controles de exposicion después de la administracion de exposiciéon, con puntuaciones maximas de 1 (respiracion
jadeante/rapida) y 2 (disnea), respectivamente. No hubo diferencia significativa entre estas puntuaciones de
respiracion (p=0,1872). La mediana de la puntuacion de respiracion maxima fue 0 para ambos grupos.

No se observd comportamiento anormal en el grupo vacunado con MLV contra el PRRSV 94881 en el periodo
después de la exposicion (puntuacion maxima = 0). A diferencia, el grupo de control de exposicién tuvo una
puntuacion de comportamiento maxima de 1 (letargo de leve a moderado; p=0,0012), aunque la mediana de la
puntuacion para este grupo fue 0. La puntuaciéon maxima para el grupo vacunado con MLV contra el PRRSV 94881
fue significativamente menor que la puntuacion para el grupo de control de exposicion (p=0,0012). Las medianas de
las puntuaciones de comportamiento maximas fue 0 para ambos grupos.

Se observo tos en tanto el grupo vacunado con MLV contra el PRRSV 94881 como en el grupo de control de
exposicion después de la exposicion. Las puntuaciones maximas fueron 1 (tos suave o intermitente) y 2 (tos aspera
o grave, repetitiva), y las medianas de las puntuaciones fueron 0 y 1 para vacunados con MLV contra el PRRSV
94881 y controles de exposicion, respectivamente. No hubo diferencias significativas entre estos grupos (p=0,1129).
Las medianas de las puntuaciones de tos maximas fueron 0 y 1 para el grupo vacunado con MLV contra el PRRSV
94881 y el grupo de control de exposicion, respectivamente.

Las puntuaciones totales maximas fueron 1 y 4 y las medianas de las puntuaciones totales fueron 0 y 1 para el
grupo vacunado con MLV contra el PRRSV 94881 y el grupo de control de exposicion, respectivamente. La
puntuacion maxima para el grupo vacunado con MLV contra el PRRSV 94881 fue significativamente menor que la
puntuacion para el grupo de control de exposicion (p=0,0072). Las medianas de las puntuaciones totales fueron 0 y
1 para el grupo vacunado con MLV contra el PRRSV 94881 y el grupo de control de exposicion, respectivamente.

No se observaron signos clinicos de D15 a D24 en el grupo de control negativo no expuesto durante este estudio.
Este grupo tuvo una puntuaciéon maxima de 0 para cada parametro.

Un resumen de las puntuaciones de observaciones clinicas medias por grupo para el periodo después de la
exposicion (D15 a D24) se muestra a continuacion en la Tabla 7.16.

Tabla 7.16 Puntuaciones clinicas medias después de la exposicién, D15 a D24

Parametro Grupo'! | N | Min. | Max. | Mediana | IC de 95% Rango de Q | Media | Valor de p
1 20| 0,0 | 0,2 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,02 0,1394
Respiracion 2 20| 0,0 | 0,6 0,00 0,00 | 0,10 0,10 0,07
3 10| 0,0 | 0,0 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 NI
1 20| 0,0 | 0,0 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,0012
Comportamiento 2 201 0,0 | 0,8 0,00 0,00 | 0,10 0,10 0,12
3 10| 0,0 | 0,0 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 NI
1 20| 0,0 | 04 0,00 0,00 | 0,10 0,10 0,07 0,0835
Tos 2 20| 0,0 | 0,7 0,10 0,00 | 0,30 0,35 0,17
3 10| 0,0 | 0,0 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 NI
1 20| 0,0 | 04 0,00 0,00 | 0,10 0,15 0,08 0,0103
Total 2 20| 0,0 | 14 0,25 0,00 | 0,40 0,50 0,35
3 10| 0,0 | 0,0 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 NI

" Grupo 1 = vacuna MLV contra el PRRSV 94881 a MID, expuesto; Grupo 2 = tratado con placebo, expuesto; Grupo
3 = tratado con placebo, no expuesto. NI = no incluido en el analisis estadistico

Las puntuaciones de observaciones clinicas medias siguieron un patrén similar a las puntuaciones clinicas maximas
con diferencias significativas sélo observadas entre el grupo vacunado con MLV contra el PRRSV 94881 y el grupo
de control de exposicion para la puntuacién de comportamiento media (p=0,0012) y la puntuacion total media
(p=0,0103).

Las puntuaciones de respiracion medias fueron 0,02 y 0,07 para el grupo vacunado con MLV contra el PRRSV

94881 y el grupo de control de exposicion, respectivamente. Las puntuaciones de comportamiento medias fueron
0,00 y 0,12 para el grupo vacunado con MLV contra el PRRSV 94881 y el grupo de control de exposicion,
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respectivamente. Las puntuaciones de tos medias fueron 0,07 y 0,17 para el grupo vacunado con MLV contra el
PRRSV 94881 y el grupo de control de exposicion, respectivamente. Las puntuaciones totales medias fueron 0,08 y
0,35 para el grupo vacunado con MLV contra el PRRSV 94881 y grupo de control de exposicion, respectivamente.

No se observaron signos clinicos de D15 a D24 en los controles negativos no expuestos durante este estudio. Este
grupo tuvo una puntuacion media de 0 para cada parametro.

Peso corporal y aumento de peso diario promedio

Un resumen de los pesos corporales en DO, D14 y D24 y ADWG para DO a D14 y D14 a D24 se muestra a
continuacioén en la Tabla 7.17.

Tabla 7.17 Peso corporal y aumento de peso diario promedio (kg y kg/d)

Dia(s) Grupo' N Min. Max. Mediana Media DE
1 20 3,3 5,5 3,95 4,14 0,589
0 2 20 3,2 5,2 4,05 417 0,603
3 10 3.4 5,1 4,00 4,07 0,556
1 20 5,6 9,4 7,60 7,64 1,029
14 2 20 6,0 8,9 7,30 7,39 0,909
3 10 5,5 9,3 6,95 7,22 1,187
1 20 7,0 13,9 10,40 10,26 1,693
24 2 20 6,4 10,9 8,80 8,87 1,328
3 10 6,8 12,9 10,90 10,64 1,807
1 20 0,164 0,343 0,2571 0,2500 0,05254
'?)D_V\ﬁ 2 20 0,179 0,307 0,2357 0,2304 0,03939
3 10 0,150 0,307 0,2071 0,2250 0,04906
1 20 0,090 0,460 0,2600 0,2620 0,08907
¢4DYV2G4 2 20 -0,060 0,290 0,1600 0,1475 0,09060
3 10 0,130 0,440 0,3700 0,3420 0,10130

" Grupo 1 = vacuna MLV contra el PRRSV 94881 a MID, expuesto; Grupo 2 = tratado con placebo, expuesto; Grupo
3 = tratado con placebo, no expuesto.

Los pesos corporales medios en DO fueron 4,1 y 4,2 kg para el grupo vacunado con MLV contra el PRRSV 94881 y
el grupo de control de exposicion, respectivamente. En D14, los pesos corporales medios fueron 7,6 y 7,4 kg para el
grupo vacunado con MLV contra el PRRSV 94881 y el grupo de control de exposicion, respectivamente. En D24, los
pesos corporales medios fueron 10,3 y 8,9 kg para el grupo vacunado con MLV contra el PRRSV 94881 y el grupo
de control de exposicion, respectivamente. Los aumentos de peso diario promedio (ADWG) durante el periodo de
vacunacion (DO a D14) fueron 0,25 y 0,23 kg/d para el grupo vacunado con MLV contra el PRRSV 94881 y el grupo
de control de exposicion, respectivamente. Los ADWG durante el periodo de exposicion (D14 a D24) fueron 0,26 y
0,15 kg/d para el grupo vacunado con MLV contra el PRRSV 94881 y el grupo de control de exposicion,
respectivamente. Los ADWG para los controles negativos fueron 0,23 y 0,34 kg/d para D0-D14 y D14-D24,
respectivamente.

Los lechones de control negativo tuvieron pesos corporales medios de 4,1, 7,2 y 10,6 kg en DO, D14 y D28,
respectivamente.

Un resumen de la media por LS y el analisis estadistico de pesos corporales y ADWG para el grupo vacunado con
MLV contra el PRRSV 94881 y el grupo de control de exposicidon se muestra a continuacién en la Tabla 7.18.

Tabla 7.18 Peso corporal medio de LS y aumento diario (kg)

Dia(s) Grupo' Media por LS Intervalo de confianza de 95% Valor de p
1 4,14 3,865 4,405
0 2 4,17 3,895 4,435 0,8743
Dif. 1-2 -0,03 -0,411 0,351
7,64 7,196 8,074
14 2 7,39 6,951 7,829 0,4297
Dif. 1-2 0,25 -0,376 0,866
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1 10,26 9,566 10,944

24 2 8,87 8,176 9,654 0,0063
Dif. 1-2 1,39 0,416 2,364
1 0,2500 0,22898 0,27102

AOD_V:f 2 0,2304 0,20934 0,25138 0,1889
Dif. 1-2 0,0196 -0,01008 0,04937
0,2620 0,22133 0,30267

1A4DYV2C; 2 0,1475 0,10683 0,18817 0,0003
Dif. 1-2 0,1145 0,05699 0,17201

" Grupo 1 = vacuna MLV contra el PRRSV 94881 a MID, expuesto; Grupo 2 = tratado con placebo, expuesto.

Los pesos corporales medios por LS en Dia 0 fueron 4,14 y 4,17 kg para los lechones vacunados con MLV contra el
PRRSV 94881 y el grupo de control de exposicion, respectivamente. La diferencia fue -0,03 kg, que no fue
significativamente diferente (p=0,8743). En D14, los pesos corporales medios por LS fueron 7,64 y 7,39 kg para el
grupo vacunado con MLV contra el PRRSV 94881 y el grupo de control de exposicion, respectivamente. La
diferencia fue 0,25 kg, que tampoco fue significativamente diferente (p=0,4297). En D24, los pesos corporales
medios por LS fueron 10,26 y 8,87 para el grupo vacunado con MLV contra el PRRSV 94881 y el grupo de control
de exposicion, respectivamente. La diferencia en este dia fue 1,39 kg, y el peso del grupo vacunado fue
significativamente superior al del grupo de control de exposicién (p=0,0063).

Los ADWG medios por LS durante el periodo de vacunacién (D0-D14) fueron 0,25 y 0,23 kg/d para el grupo
vacunado con MLV contra el PRRSV 94881 y el grupo de control de exposicion, respectivamente. Estos valores no
fueron significativamente diferentes (p=0,1889). Los ADWG medios por LS durante el periodo después de la
exposicion (D14-D24) fueron 0,26 y 0,15 para el grupo vacunado con MLV contra el PRRSV 94881 y el grupo de
control de exposicion, respectivamente. EIl ADWG para el grupo vacunado con MLV contra el PRRSV 94881 fue
significativamente superior al ADWG para el grupo de control de exposicion (p=0,0003).

Temperaturas rectales

Un resumen de temperaturas rectales se muestra a continuacion en las Tablas 7.19 y 7.20. Un resumen de la media
por LS y el andlisis estadistico de la temperatura rectal para el grupo vacunado con MLV contra el PRRSV 94881 y
el grupo de control de exposicidon se muestra a continuacion en las Tablas 7.21y 7.22.

Tabla 7.19 Temperatura rectal (°C) Dia 13-22

Dia Grupo' N Min. Max. Mediana Media DE
1 20 39,3 40,3 39,80 39,77 0,247
13 2 20 38,9 40,0 39,35 39,39 0,292
3 10 39,0 39,7 39,15 39,26 0,267
1 20 39,4 40,2 39,75 39,76 0,226
14 2 20 39,0 39,8 39,40 39,37 0,220
3 10 39,1 40,3 39,40 39,51 0,375
1 20 39,3 40,4 39,65 39,69 0,258
15 2 20 39,4 41,1 39,70 39,90 0,538
3 10 39,1 40,3 39,40 39,52 0,371
1 20 39,9 41,3 40,80 40,68 0,417
16 2 20 39,3 40,3 39,75 39,77 0,279
3 10 39,1 39,9 39,45 39,46 0,263
1 20 39,2 40,6 39,80 39,89 0,363
17 2 20 39,4 40,6 39,85 39,90 0,285
3 10 39,2 40,0 39,50 39,53 0,226
1 20 39,3 41,0 39,95 39,99 0,492
18 2 20 39,5 41,2 40,20 40,29 0,472
3 10 38,9 39,7 39,30 39,30 0,211
19 1 20 39,7 41,6 40,35 40,40 0,464
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2 20 39,5 41,1 40,65 40,55 0,451
3 10 39,0 39,6 39,20 39,22 0,199
1 20 39,7 41,5 40,50 40,52 0,449
20 2 20 39,5 41,5 40,65 40,61 0,531
3 10 39,1 40,1 39,40 39,49 0,281
1 20 39,6 41,1 40,30 40,22 0,413
21 2 20 39,4 41,0 40,10 40,12 0,371
3 10 39,2 40,2 39,45 39,59 0,351
1 20 39,8 41,0 40,20 40,34 0,391
22 2 20 39,6 41,2 40,30 40,41 0,437
3 10 39,0 40,0 39,40 39,45 0,276

" Grupo 1 = vacuna MLV contra el PRRSV 94881 a MID, expuesto; Grupo 2 = tratado con placebo, expuesto; Grupo

3 = tratado con placebo, no expuesto.

Tabla 7.20 Temperatura rectal (°C) Dia 23-24

Dia Grupo' N Min. Max. Mediana Media DE
1 20 39,6 41,2 40,25 40,36 0,454
23 2 20 39,5 41,6 40,60 40,60 0,482
3 10 39,3 40,1 39,70 39,68 0,290
1 20 39,8 41,3 40,30 40,39 0,421
24 2 20 39,7 41,6 40,30 40,50 0,531
3 10 39,1 40,2 39,60 39,66 0,389

" Grupo 1 = vacuna MLV contra el PRRSV 94881 a MID, expuesto; Grupo 2 = tratado con placebo, expuesto; Grupo

3 = tratado con placebo, no expuesto

Tabla 7.21 Temperatura rectal media por LS (°C) Dia 13 — 20

Dia Grupo' Media por LS Intervalo de confianza de 95% Valor de p
1 39,77 39,648 39,892
13 2 39,39 39,268 39,512 <0,0001
Dif. 1-2 0,38 0,207 0,553
1 39,76 39,654 39,856
14 2 39,37 39,269 39,471 <0,0001
Dif. 1-2 0,39 0,242 0,528
1 39,69 39,494 39,876
15 2 39,90 39,704 40,086 0,1241
Dif. 1-2 -0,21 -0,480 0,060
1 40,68 40,514 40,836
16 2 39,77 39,609 39,931 <0,0001
Dif. 1-2 0,91 0,678 1,132
1 39,89 39,737 40,033
17 2 39,90 39,752 40,048 0,8852
Dif. 1-2 -0,02 -0,224 0,194
1 39,99 39,767 40,203
18 2 40,29 40,072 40,508 0,0528
Dif. 1-2 -0,31 -0,614 0,004
1 40,40 40,188 40,602
19 2 40,55 40,338 40,752 0,3065
Dif. 1-2 -0,15 -0,443 0,143
20 1 40,52 40,293 40,737 0,5659
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2

40,61

40,383

40,827

Dif. 1-2

-0,09

-0,405

0,225

" Grupo 1 = vacuna MLV contra el PRRSV 94881 a MID, expuesto; Grupo 2 = tratado con placebo, expuesto; Grupo

3 = tratado con placebo, no expuesto

Tabla 7.22 Temperatura rectal media por LS (°C) Dia 21 — 24

Dia Grupo' Media por LS Intervalo de confianza de 95% Valor de p
1 40,22 40,037 40,393
21 2 40,12 39,942 40,298 0,4489
Dif. 1-2 0,10 -0,156 0,346
1 40,34 40,152 40,528
22 2 40,41 40,217 40,593 0,6231
Dif. 1-2 -0,07 -0,331 0,201
1 40,36 40,143 40,567
23 2 40,60 40,388 40,812 0,1062
Dif. 1-2 -0,25 -0,545 0,055
1 40,39 40,168 40,602
24 2 40,50 40,283 40,717 0,4526
Dif. 1-2 -0,12 -0,422 0,192

" Grupo 1 = vacuna MLV contra el PRRSV 94881 a MID, expuesto; Grupo 2= tratado con placebo, expuesto; Grupo 3
= tratado con placebo, no expuesto

La temperatura rectal media y media por LS para los lechones vacunados con MLV contra el PRRSV 94881 fue
39,77°C en el dia antes de la exposicion y oscilé de 39,69°C (D15) a 40,68°C (D16) después de la exposicion. La
temperatura rectal media y media por LS para los controles de exposicion fue 39,39°C en el dia antes de la
exposicion y oscilé de 39,77°C (D16) a 40,61°C (D20) después de la exposicion. Las temperaturas rectales medias
por minimos cuadrados fueron significativamente inferiores para controles de exposicién en comparacion con
lechones vacunados con MLV contra el PRRSV 94881 antes de la administracion de exposicion (D13 y D14) y en
D16 después de la exposicion (p<0,0001). No hubo otras diferencias significativas en temperaturas rectales entre
cerdos vacunados con MLV contra el PRRSV 94881 y controles de exposicion en este estudio (p=0,0528). Las
temperaturas rectales medias y medias por LS para los controles negativos siguieron siendo < 39,68°C durante el
estudio.

Evaluacion clinica después de la vacunacion

Un resumen del porcentaje de lechones con al menos una evaluacion positiva de D1 a D12 se muestra a
continuacion en la Tabla 7.23.

Tabla 7.23 Porcentaje de lechones con al menos una evaluacion clinica positiva de D1-D12

Grupo' |N°de positivos | % de positivos IC de 95% Total Valor de p
1 0 0 0,0 16,8 20 1,0000
2 1 5 0,1 24,9 20
3 0 0 0,0 30,8 10 NI

" Grupo 1 = vacuna MLV contra el PRRSV 94881 a MID, expuesto; Grupo 2 = tratado con placebo, expuesto; Grupo
3 = tratado con placebo, no expuesto. NI = no incluido en el analisis estadistico.

Ningun lechén en ningun grupo vacunado con MLV contra el PRRSV 94881 o controles negativos tuvo hallazgos de
evaluacion clinica durante el periodo de vacunacion D-1 a D12. El lechén 110 en el grupo de control de exposicion
se observo con una llaga detras de la pata delantera derecha empezando en D9. No hubo diferencia significativa
entre lechones vacunados con MLV contra el PRRSV 94881 y controles de exposicion para este parametro
(p=1,0000).

Serologia del PRRS

Un resumen de la frecuencia de lechones con titulos de anticuerpos del PRRS positivos se muestra a continuacion
en la Tabla 7.24.
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Tabla 7.24 Frecuencia de lechones con titulo de anticuerpos del PRRS positivos por dia

Dia Grupo! |N° de positivos| % de positivos IC de 95% Total Valor de p

1 0 0 0,0 16,8 20 NA
7 2 0 0 0,0 16,8 20

3 0 0 0,0 30,8 10 NI

1 17 85 62,1 96,8 20 <0,0001
14 2 0 0 0,0 16,8 20

3 0 0 0,0 30,8 10 NI

1 19 95 75,1 99,9 20 <0,0001
17 2 0 0 0,0 16,8 20

3 0 0 0,0 30,8 10 NI

1 20 100 83,2 100,0 20 0,0012
21 2 11 55 31,5 76,9 20

3 0 0 0,0 30,8 10 NI

1 20 100 83,2 100,0 20 1,0000
24 2 19 95 75,1 99,9 20

3 0 0 0,0 30,8 10 NI

" Grupo 1 = vacuna MLV contra el PRRSV 94881 a MID, expuesto; Grupo 2 = tratado con placebo, expuesto; Grupo
3 = tratado con placebo, no expuesto. NA = no aplicable, no expuesto. NI = no incluido en el analisis estadistico.

Todos los lechones en todos los grupos de tratamiento fueron negativos para anticuerpos del PRRS en DO y D7. En
D14, 85% de los cerdos vacunados con MLV contra el PRRSV 94881 tuvieron titulos para anticuerpos del PRRS
positivos. Este nimero aumenté al 95% en D17 y fue 100% en tanto D21 como D24. Ningun cerdo en el grupo de
control de exposicion desarrollé titulos de anticuerpos del PRRS positivos hasta D21 (7 dias después de la
administracion de exposicién) cuando 55% de los cerdos tenia titulos positivos. Este valor aumentd al 95% en D24.
En D14, D17 y D21, los cerdos vacunados con MLV contra el PRRSV 94881 tuvieron una proporcion
significativamente mayor de cerdos con titulos de anticuerpos del PRRS positivos en comparacion con el grupo de
control de exposicion (p<0,0012). Ningun cerdo en el grupo de control negativo desarroll6 titulos de anticuerpos del
PRRS durante este estudio.

Discusién/conclusion

Para lograr el objetivo del estudio, tres grupos se incluyeron en el disefio del estudio en DO: un grupo de vacunas
que recibio 1 x 10382 TCIDso de MLV contra el PRRSV 94881 (Grupo 1); un grupo de control de exposicion que
recibié producto de control (Grupo 2) y un grupo de control negativo (Grupo 3) que también recibié producto de
control.

Veinte (20) lechones sanos susceptibles y seronegativos para PRRS se inocularon IM con 1 ml de MLV contra el
PRRSV 94881 a aproximadamente 14 dias de edad. Treinta (20 lechones del grupo de control de exposicion y 10
lechones del grupo de control negativo) lechones susceptibles y seronegativos para PRRS se inocularon IM con 1 ml
de producto de control a aproximadamente 14 dias de edad.

Para determinar si se logré una aparicion de inmunidad de 2 semanas para MLV contra el 94881 del PRRS, el grupo
de vacunas y el grupo de control de exposicion se expusieron 14 dias después de la vacunacion a una cepa aislada
europea heterdloga del PRRSv (cepa aislada 205817) y se evaluaron después de la exposicion para la reduccion
relevante en lesiones pulmonares.

Validacién del estudio (Grupo de control negativo 3)

Para garantizar que los lechones fuente estuvieran libres de PRRSv y que no se produjera exposicion externa al
PRRSV o contaminacion cruzada entre los grupos de tratamiento y de control durante el estudio, un grupo de control
negativo (Grupo 3) se incluyd en el disefio del estudio. Los lechones en el grupo de control negativo fueron
negativos para PRRSv (viremia; gPCR), ademas de para anticuerpos del PRRS durante el estudio, validandose asi
este ensayo.

Validacién del modelo de exposicion (Grupo de control de exposicion 2)

Es necesario un modelo de exposiciéon que induzca suficiente enfermedad clinica de PRRS para evaluar
adecuadamente la aparicién de inmunidad a la vacuna contra el PRRS en un entorno de laboratorio. Tras la
inoculacion con la cepa aislada del PRRS europea 205817 mediante el método descrito anteriormente, el grupo de
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control de exposicion presentd una temperatura rectal media de = 40,50°C en D19, D20 D23 y D24 (< 39,68°C en los
mismos dias, grupo de control negativo), un ADWG medio de 0,15 kg/dia en comparacion con un ADWG medio de
0,34 kg/dia para el grupo de control negativo de D14 a D24, comportamiento anormal, tos y una mediana de la
puntuacion de lesiéon pulmonar de 55,2% (0,00%; grupo de control negativo). Estos resultados ponen de relieve que
la enfermedad clinica especifica para PRRS grave se indujo en el grupo de control de exposicion aun cuando el
titulo de virus de exposicion era ligeramente menor que la dosis elegida como diana, validandose asi este modelo de
exposicién como una herramienta de laboratorio clinico adecuada para evaluar la eficacia de la vacuna contra el
PRRS y mas especificamente la OOl de MLV contra el 94881 del PRRS.

Determinacion de la aparicion en dos semanas de inmunidad de MLV contra el PRRSV 94881 (Grupo 1

La determinacién de una aparicion de inmunidad (OOIl) para MLV contra el PRRSV 94881 2 semanas después de la
vacunacion se basé en el grupo de vacunas que presentd una reduccion significativa (p < 0,05) en lesiones
pulmonares después de la exposicion en comparacion con el grupo de control de exposicion.

Las lesiones pulmonares se seleccionaron como el parametro primario para la determinacion de la OOl de 2
semanas debido a que este parametro proporciona las pruebas de eficacia mas clinicamente relevantes y
convincentes cuando se evalla una nueva vacuna dentro del modelo de exposicidon respiratoria del PRRS en
cerdos. El desarrollo de lesiones pulmonares es uno de los distintivos de la enfermedad de PRRS respiratoria en
cerdos. Las lesiones pulmonares frecuentemente van acompaiadas de posteriores manifestaciones de
caracteristicas de la enfermedad por el PRRSv secundarias tales como signos clinicos, fiebre, disminucion del
ADWG, etc.

El grupo vacunado con MLV contra el PRRSV 94881 present6 una reduccion significativa en la patologia pulmonar
macroscopica después de la exposicion, como se demuestra por la mediana de la puntuacién de lesiéon pulmonar
total de 27,6% en comparacion con el grupo de control de exposicidon, que presentd una mediana de la puntuacion
de lesion pulmonar total de 55,2% (p=0,0002). Por tanto, se estableciéo una OOl de 2 semanas para MLV contra el
PRRSV 94881 a la dosificacion de 1 x 10382 TCIDsy basandose en el parametro primario de una reduccion
significativa para lesiones pulmonares después de la exposicion. Este resultado se logré con una dosis de vacuna
ligeramente menor que la dosis de inmunizacién minima de 1 x 10%® TCIDso/dosis.

La viremia después de la exposicion se selecciond como el parametro secundario mas importante debido a que
representa el nivel de replicacion y persistencia virica que se produce dentro del animal huésped tras la exposicion.
Una reduccion significativa (p<0,05) en la viremia se corresponderia con una vacuna contra el PRRS que induce
inmunidad adecuada para limitar la patogénesis del PRRS dentro del huésped. 3 dias después de la exposicion
(D17), el grupo vacunado con MLV contra el PRRSV 94881 se asocid a una reduccion significativa en la mediana de
viremia (QPCR) en comparacion con el grupo de control de exposicion (6,72 GE/ml frente a 8,18 GE/ml; p<0,0001).
Para evaluar adicionalmente la viremia después de la exposiciéon entre grupos se calcul6 la cantidad de la carga
virica durante una duracion especifica de tiempo después de la exposicidon, como se representa como “area bajo la
curva” o ABC. El grupo vacunado con MLV contra el PRRSV 94881 tuvo una mediana del valor de ABC de D17 a
D24 de 49,52 GE/ml/dia; mientras que el grupo de control de exposicion tuvo una mediana del valor de ABC de
54,35 GE/ml/dia. La mediana del valor de ABC fue significativamente menor para el grupo de vacunas en
comparacion con el grupo de control de exposicion de D17 a D24 (p=0,0039). Si la viremia se examin6 3 dias
después de la exposicion o durante el transcurso del periodo después de la exposicion, la MLV contra el PRRSV
94881 administrada 2 semanas antes de exposicion a una cepa europea heteréloga virulenta del PRRS redujo
significativamente (p<0,05) la viremia después de la inoculacion de la exposicién. En asociacion con una reduccion
de viremia del PRRS después de la exposicion, una reduccion significativa (p<0,05) en la carga virica en el tejido de
pulmoén también seria de gran importancia desde el punto de vista de la inmunidad de la vacuna contra el PRRS.
Una reducciéon de la carga virica en el tejido de pulmén puede asociarse a una estabilidad virica reducida,
replicacion y persistencia dentro del huésped y puede conducir secundariamente a una reduccion de la propagacion
del PRRSv a otros cerdos. En este estudio, los tejidos de pulmoén del grupo vacunado con MLV contra el PRRSV
94881 tuvieron una mediana del resultado de qPCR de pulmoén de 7,46 logiy GE/ml 10 dias después de la
exposicion (D24), mientras que el grupo de control de exposicion tuvo una mediana del resultado de qPCR de
pulmén de 7,88 logio GE/ml. La diferencia entre el grupo de vacunas y el grupo de control de exposicion fue
significativa (p=0,0101), soportandose asi adicionalmente una OOl de 2 semanas.

Una reduccion marcada en la gravedad y frecuencia de signos clinicos después de la exposicién en lechones
también soportaria la eficacia de la vacuna contra el PRRS vy el establecimiento de una OOl de 2 semanas para MLV
contra el 94881 del PRRS. No se observo respiracion anormal de suficiente gravedad y frecuencia en ningun grupo
después de la exposicion y no se detectaron diferencias (p=0,1394). En cambio, la gravedad y la frecuencia de la tos
fueron aproximadamente iguales entre grupos y no se detectaron diferencias (p=0,0835). Se detectaron diferencias
entre los grupos para gravedad y frecuencia del comportamiento anormal (letargo) después de la exposicion. Cero
de 20 (0%) y 9 de 20 (45%) lechones vacunados con MLV contra el PRRSV 94881 y del control de exposicion,
respectivamente, presentaron comportamiento anormal durante al menos un dia después de la exposicion
(p=0,0012). Asimismo, el grupo vacunado con MLV contra el PRRSV 94881 presentd menores puntuaciones clinicas
anormales maximas y clinicas anormales medias después de la exposicién en comparacion con el grupo de control
de exposicion (p=0,0012). Las puntuaciones clinicas totales (suma de puntuaciones de respiracion, comportamiento
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y tos) fueron significativamente diferentes entre grupos cuando se analizaron las puntuaciones maximas y las
puntuaciones medias de D15 a D24. Debido a la influencia de las puntuaciones de comportamientos anormales
sobre las puntuaciones totales, el grupo vacunado con MLV contra el PRRSV 94881 tuvo una puntuacion total
maxima significativamente menor y puntuaciéon total media menor en comparacion con el grupo de control de
exposiciéon (p<0,0103). Las diferencias entre los grupos para gravedad y frecuencia de comportamiento anormal
soportan adicionalmente una OOI de 2 semanas después de la vacunacion.

Antes de la exposicion, el grupo vacunado con MLV contra el PRRSV 94881 tuvo ligeramente mayores temperaturas
rectales medias en comparacion con el grupo de control de exposicion en D13 (39,77°C frente a 39,39°C,
respectivamente; p<0,0001) y en D14 (39,76°C frente a 39,37°C, respectivamente; p<0,0001). Aunque se detectaron
diferencias significativas (p<0,05) entre los grupos antes de la exposicion, estas diferencias no fueron
bioldgicamente relevantes. Después de la exposicion, el Unico dia en el que se detectd una diferencia significativa
(p=<0,05) entre los grupos para la temperatura rectal media fue en D16 (2 dias después de la exposicién). En D16,
los grupos vacunados y de control de exposicion tuvieron temperaturas rectales medias de 40,68°C y 39,77°C,
respectivamente, y la diferencia entre grupos fue significativa (p<0,0001). La media temperatura rectal 4-5 dias
después de la exposicion se elevo por encima de 40°C y siguié estando por encima de 40°C hasta el fin del estudio
para ambos grupos.

La presencia de comportamiento anormal significativo, viremia, patologia pulmonar y carga virica en tejidos de
pulmoén debido a PRRS en el grupo de control de exposicion produjo diferencias significativas (p<0,05) entre los
grupos para ADWG después de la exposicion. En este estudio, los grupos vacunados y de control de exposicion
tuvieron ADWG medios de D14 a D24 de 0,3 kg/dia y 0,1 kg/dia, respectivamente, y la diferencia entre grupos fue
significativa (p=0,0003). Una diferencia significativa (p<0,05) entre los grupos para ADWG después de la exposicion
soporta adicionalmente el establecimiento de una OOI de 2 semanas después de la vacunacion.

Parametros examinados después de la vacunacién en este estudio

No se observaron evaluaciones clinicas anormales relacionadas con la vacunacion con MLV contra el 94881 PRRS
o producto de control en lechones tras la inoculacién en DO. Un lechén de control de exposicion presentd una llaga
detras de la pata delantera derecha empezando en D9 que parecié que no se asociaba a la administracion del
producto de control.

Todos los lechones fueron negativos en serologia por ELISA para PRRS en DO, confirmandose asi que todos los
lechones cumplieron los criterios de inclusion de ser negativos para PRRS tras la entrada en el estudio. La mayoria
de los lechones que recibieron MLV contra el PRRSV 94881 se seroconvirtieron para PRRS en D14 y todos los
lechones vacunados contra el PRRS fueron seropositivos 7 dias después de la exposicion (D21). En cambio, el
control de exposicion siguié siendo seronegativo hasta 7 dias después de la exposicion, cuando este grupo empezoé
a demostrar seroconversion del PRRS. El grupo de control negativo siguié siendo seronegativo para PRRS durante
todo el estudio.

7 y 14 dias después de la vacunacion, el grupo vacunado con MLV contra el PRRSV 94881 presento resultados de
gPCR medios de 3,17 y 3,30, log1o GE/ml, respectivamente. Estos resultados ponen de relieve que en el plazo de 2
semanas desde la vacunacion, una dosificacion de 1 x 10382 TCIDso de MLV contra el PRRSV 94881 indujo
suficiente replicacion de la MLV que es frecuentemente requerida para construir la inmunidad protectora ya a las 2
semanas después de la vacunacion. En cambio, el grupo de control de exposicion y el grupo de control negativo
fueron negativos para viremia del PRRSv de DO a D14.

Conclusién

La reduccion significativa (p<0,05) de las lesiones pulmonares, signos clinicos, replicacion del virus en la sangre y
los pulmones después de la exposicion, ademas de la mejora de los rendimientos de crecimiento, soportan el
establecimiento de una OOI de 2 semanas tras la vacunacién con una dosis Unica de MLV contra el PRRSV 94881 a
1 x 1038 TCIDso/ml en lechones de aproximadamente 14 dias de edad.

Ejemplo 8 Evaluacion de la duracion de la inmunidad de la MLV contra el PRRSV 94881 en cerdos de dos semanas
de edad susceptibles tras la exposicion a una cepa aislada europea heteréloga de PRRS 26 semanas después de la
vacunacion

El objetivo de este estudio de exposicién a vacunacion era evaluar la duracion de la inmunidad (DOI) 26 semanas
después de la administracion del candidato a vacuna contra el sindrome reproductor y respiratorio porcino, cepa
aislada derivada de europea 94881, virus vivo modificado (MLV contra el 94881 del PRRS), en cerdos seronegativos
para PRRS de 14 * 3 dias de edad. El criterio de eficacia primaria para satisfacer una DOI de 26 semanas después
de la vacunacion fue una reduccion significativa (p <0,05) en las puntuaciones de lesién pulmonar (macroscopica o
histolégica) después de la exposicion en el grupo vacunado con MLV contra el PRRSV 94881 (Grupo 1) en
comparacion con el grupo de control de exposicion (Grupo 2).

En el Dia 0 (D0), 22 cerdos asignados al grupo vacunado recibieron 1,0 ml IM de MLV contra el PRRSV 94881 (1 x
10427 TCIDso) IM (Grupo 1), 22 cerdos asignados al grupo de control de exposicién recibieron 1,0 ml IM de producto
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de control (placebo del mismo producto sin MLV contra el 94881 del PRRS, Grupo 2) y 12 cerdos asignados al grupo
de control negativo también recibieron 1,0 ml IM de producto de control (Grupo 3). Los Grupos 1y 2 se expusieron
en D179 (dia después de la exposicion {DPC} 0) a una cepa virulenta del PRRSv europeo y los cerdos se
monitorizaron 10 dias después de la exposicion para signos clinicos, aumento de peso diario promedio y viremia. A
los cerdos se les hizo la autopsia en D189 (DPC 10) y se determinaron las lesiones pulmonares macroscopicas e
histoldgicas, y la carga virica del pulmén.

Las medianas de las puntuaciones de lesién pulmonar macroscopica en D189 (DPC 10) fueron 0,1% y 13,8% para
cerdos vacunados con MLV contra el PRRSV 94881 y controles de exposicion, respectivamente (p<0,0001). Las
medianas de las puntuaciones de lesion pulmonar histolégica en DPC 10 fueron 6,0 y 19,5 para cerdos vacunados
con MLV contra el PRRSV 94881 y controles de exposicion, respectivamente (p<0,0001). Los cerdos vacunados con
MLV contra el PRRSV 94881 tuvieron significativamente menos carga virica en suero 3, 7 y 10 dias después de la
exposicién en comparacion con los controles de exposicion (p<0,0001). El analisis del area bajo la curva (ABC)
después de la exposicion para viremia de DPC 0 a DPC 10 y DPC 3 a DPC 10 también fue significativamente inferior
para cerdos vacunados con MLV contra el PRRSV 94881 (15,54 y 8,88 logio GE/ml por dia, respectivamente) en
comparacion con el grupo de control de exposicion (44,77 y 36,43 logio GE/ml por dia, respectivamente, p<0,0001).
La mediana de valores de qPCR para tejidos de pulmén recogidos en la autopsia fue 3,69 y 6,25 logio GE/ml para
cerdos vacunados con MLV contra el PRRSV 94881 y controles de exposicion, respectivamente (p<0,0001). No
hubo diferencias significativas en signos clinicos después de la exposicion (p=0,4878).

Una reduccion significativa (p<0,05) de lesiones pulmonares macroscoépicas e histolégicas, la carga virica en tejidos
de pulmon recogidos en la autopsia y la viremia después de la exposicion para cerdos vacunados con MLV contra el
PRRSV 94881 en comparacion con los controles de exposicién soportaron la eficacia de la vacuna contra el PRRSv
virulento cuando se expuso 26 semanas después de la vacunacion. Los resultados de este estudio establecen una
duracion de la inmunidad de 26 semanas después de la vacunacion en cerdos vacunados con MLV contra el
PRRSV 94881 a las 2 semanas de edad. Estos resultados se alcanzaron con una dosis de vacuna de 1 x 10*%7
TCIDso/ml, que fue ligeramente inferior a la dosis de inmunizacion minima (1 x 10*° TCIDso/ml) para este producto
veterinario en investigacion.

Objetivo(s)/Fin del estudio

El objetivo de este estudio de exposicion a vacunacion era evaluar la duracion de la inmunidad (DOI) de la cepa
aislada derivada de europea contra el sindrome reproductor y respiratorio porcino 94881, virus vivo modificado,
codigo 19S1.U (MLV contra el 94881 del PRRS), administrada a cerdos seronegativos para PRRS, 14 + 3 dias de
edad, contra una exposicion virulenta a una cepa aislada europea heteréloga de PRRS 26 semanas después de la
vacunacion. El criterio de eficacia primaria para satisfacer una DOI de 26 semanas después de la vacunacion fue
una reduccion significativa (p <0,05) en las puntuaciones de lesion pulmonar (macroscoépica o histolégica) después
de la exposicioén en el grupo vacunado con MLV contra el PRRSV 94881 (Grupo 1) en comparacion con el grupo de
control de exposicion (Grupo 2).

Los parametros de eficacia secundaria incluyeron viremia después de la vacunacion y después de la exposicion,
evaluaciones clinicas después de la vacunacién, serologia del PRRS, observaciones clinicas después de la
exposicién, aumento de peso diario promedio (ADWG), temperaturas rectales y cuantificacion del PRRSv en
pulmén. La viremia después de la exposicion se considerd que era el parametro secundario mas importante ya que
es un parametro objetivo y cuantificable. La temperatura rectal y las observaciones clinicas se consideraron
entonces de apoyo en el método de definicion de DOI. Por ultimo lugar, el rendimiento del crecimiento, la serologia y
la deteccion del virus en pulmones se usaron como parametros de apoyo hacia los parametros primarios en
satisfacer el objetivo del estudio.

Programa de acontecimientos

Tabla 8.1 Programa de acontecimientos

Dia de estudio Fechas Acontecimiento clave del estudio
7 04-Feb-10 rl?:gcgg\i/cci)a de muestras de sangre para cribar para estado por ELISA del PRRS
-2 09-Feb-10 Realizacién del examen de salud
-1a21 10-Feb-10- Realizacion diaria de evaluaciones clinicas
04-Mar-10

Registro de pesos corporales; recogida de muestras de sangre para serologia 'y

0 11-Feb-10 viremia; vacunacion del Grupo 1 con IVP, vacunacién de los Grupos 2 y 3 con
CP

7 18-Feb-10 Recogida de muestras de sangre para serologia y viremia

13 24-Feb-10 Vacunacion de cerdos con 1,0 ml de la vacuna CircoFlex®
Insercién SC de microchip en el cuello izquierdo de cada cerdo en estudio
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Dia de estudio | Fechas Acontecimiento clave del estudio
14 25-Feb-10 Recogida de muestras de sangre para serologia y viremia
21 04-Mar-10 Recogida de muestras de sangre para serologia y viremia
22a177 8?“&”4 O- | Evaluaciones clinicas al menos 3 veces/semana
-Ago-10
28 11-Mar-10 Recogida de muestras de sangre para serologia y viremia
56 08 -Abr-10 Recogida de muestras de sangre para serologia y viremia
84 06-May-10 Recogida de muestras de sangre para serologia y viremia
112 03-Jun-10 Recogida de muestras de sangre para serologia y viremia
140 01-Jul-10 Recogida de muestras de sangre para serologia y viremia
168 29-Jul-10 Recogida de muestras de sangre para serologia y viremia
D178 (DPC-1)a | 08-Ago-10- | 0 aciones dlinicas y temperaturas rectales diarias
D189 (DPC 10) | 19-Ago-10
Recogida de pesos corporales; recogida de muestras de sangre para serologia
D179 (DPC 0) 09-Ago-10 y viremia; exposicion de Grupos 1y 2 a la cepa aislada del PRRS europea
heterdloga
D182 (DPC 3) 12-Ago-10 Recogida de muestras de sangre para serologia y viremia
D186 (DPC 7) 16-Ago-10 Recogida de muestras de sangre para serologia y viremia
D188 (DPC 9) 18-Ago-10 Recogida de pesos corporales
Recogida de muestras de sangre para serologia y viremia
D189 (DPC 10) | 19-Ago-10 Sacrificigly autops.ia de cerdos ,
Puntuacién de lesiones pulmonares para patologia
Recogida de tejidos de pulmén para el aislamiento del virus e histopatologia

Diseno del estudio

Fue un estudio de eficacia de la exposicion a vacunacion ciego realizado en 56 cerdos seronegativos para PRRS
destetados, 14 + 3 dias de edad en el dia 0 (DO). Un resumen del estudio se proporciona en la Tabla 8.2.

Tabla 8.2 Disefo del estudio

Grupo Numero de Tratamiento en DO Exposicion en D179 (DPC 0) a Sacrificio y
cerdos en (14 % 3 dias de edad) 1,0 ml/orificio nasal y 1,0 ml IM autopsia en
DO del PRRSv 205817 (media 1 x D189 (DPC 10)
10827 TCIDs0/3 ml)
1,0 ml IM de IVP (MLV contra el , ,
L 22 94881 del PRRS) S S
1,0 ml IM de producto de
control (CP; placebo del mismo , ,
2 22 producto sin MLV contra el S S
94881 del PRRS)
3 12 1,0 ml IM de CP No Si

Criterios de cegado

El investigador del estudio y los representantes fueron cegados a los grupos de tratamiento asignados durante la
fase en vida del estudio. Para mantener este cegado, el monitor del BIVI realiz6 la aleatorizacién y un individuo que
no particip6 en las evaluaciones de los cerdos (es decir, evaluaciones clinicas, observaciones clinicas o autopsias)
administré los tratamientos de IVP y CP asignados en DO. El personal del laboratorio de BIVI se cegé al tratamiento
que recibia cada cerdo mientras que realizaban sus tareas respectivas.

Materiales
Producto veterinario en investigacion (IVP) y producto de control

Tabla 8.3 IVP

Nombre del producto

genérico: Sindrome reproductor y respiratorio porcino, virus vivo modificado

Cepa: 94881

Produccién y formulacion:

La produccion de BIVI-St. Joseph produjo MLV contra el 94881 del PRRS, lote 390-
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005 (Seccién 15.4), segun el Resumen de produccion, codigo 19S1.U_y el Dosier EU
parte 2b.

En DO, BIVI-Ames reconstituy6/diluy6 la vacuna MLV contra el 94881 del PRRS, lote
390-005, con solucion salina tamponada con fosfato (PBS; lote 809-002, Seccion
15.5) para formular el IVP, lote n°® N257-137, a una dosificacion diana de
aproximadamente 1 x 1045 TCIDso/ml.

Boehringer Ingelheim Vetmedica, Inc.

Fabricante: 2621 North Belt Highway
St. Joseph, MO 64506, EE.UU.
Lote n°: 390-005, reconstituido al lote N257-137

Fecha de caducidad:

Se asigno una fecha de caducidad del 11-Feb-10 al IVP solo para fines de estudio.

Condiciones de
almacenamiento:

\Vacuna liofilizada: 2-8°C
IVP rehidratado/diluido: sobre hielo

Pruebas:

MLV contra el 94881 del PRRS, lote 390-005, y PBS, lote 809-002, se probaron por
BIVI-QC segun el borrador del Resumen de produccién (Seccién 15.1) y como se ha
especificado adicionalmente en el Dosier de EU parte 2.F. El personal de laboratorio
de BIVI-Ames probo antes de y después de la vacunacion alicuotas del IVP para el
titulo de virus segun el Método de titulos de PRRSv (Seccion 15.1).

Resultados de las pruebas:

Lote 390-005: Los resultados fueron satisfactorios (Seccion 15.4).
Lote 809-002: Los resultados fueron satisfactorios (Seccion 15.5).
Lote de IVP N257-137: Titulo medio de 1 x 10*?” TCIDso/ml (Seccion 15.7).

Retencion de IVP:

El IVP sdlo se reconstituy6 / diluyo para uso inmediato en este estudio y no se retuvo
mas alla del acontecimiento de vacunacion.

Tabla 8.4 CP

Nombre del producto
genérico:

Placebo

La produccion de BIVI produjo producto de placebo liofilizado que contenia material
inerte comprendido en la serie sin MLV contra el PRRSV 94881 (lote N240-191-
062409, Seccion 15.6).

Formulacion: En DO, BIVI-Ames reconstituyo el lote N240-191-062409 con solucién salina
tamponada con fosfato (PBS; lote 809-002, Seccion 15.5) para formular el CP, lote n°
N257-134
Boehringer Ingelheim Vetmedica, Inc.

Fabricante: 2621 North Belt Highway

St. Joseph, MO 64506, EE.UU.

Numero de lote:

Lote N240-191-062409, reconstituido al lote N257-134

Fecha de caducidad:

Se asigno una fecha de caducidad del 11-Feb-10 al CP sélo para fines de estudio.

Condiciones de
almacenamiento:

\Vacuna liofilizada: 2-8°C
CP rehidratado: 2-8°C o sobre hielo

Pruebas:

El lote N240-191-062409 y el lote N257-134 se probaron por BIVI-QC para la
esterilidad segun EP

Resultados de las pruebas:

Lote N240-191-062409: Los resultados fueron satisfactorios para esterilidad (Seccion
15.6). Lote 809-002: Los resultados fueron satisfactorios para esterilidad.

Se determind que CP era estéril (Seccion 15.7).

Retencién de CP:

CP sdlo se reconstituyod para su uso en este estudio y no se retuvo mas alla del
acontecimiento de vacunacion.

Material de exposiciéon

Tabla 8.5 Material de exposicion

Nombre/nimero de cepa
aislada

Cepa aislada del PRRS 205817

Localizacién y fecha de
aislamiento, incluidos

La cepa aislada del virus PRRS europeo 205817 se derivo de cepa aislada 190136
originariamente obtenida de tejido de pulmdn de un cerdo recién nacido de una granja con
signos reproductivos tipicos de PRRS (abortos en cerdas y debilidad en cerdos recién
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sintomas clinicos nacidos) durante un brote en baja Sajonia, Alemania, en abril de 2004. Los veterinarios
enviaron las muestras de pulmoén a BioScreen (la muestra llegé el 21 de abril de 2004) para|
pruebas de diagndstico. La cepa aislada 190136 se propagé directamente en células MA
104 y se preparé una disolucion madre de exposicion de cultivo puro. Un cultivo puro de la
cepa aislada 190136 se uso para inocular cerdos para la evaluacion de su capacidad para
reproducir la enfermedad respiratoria especifica para PRRS en un ensayo de laboratorio
controlado. Los animales expuestos presentaron dificultades respiratorias y revelaron
pruebas de neumonia intersticial tras el examen histopatolégico. Al virus PRRS que se
volvio a aislar satisfactoriamente de lesiones pulmonares se le dio la designacion de cepa
aislada 205817. La cepa aislada 205817 se propag6 directamente en células MA104 y para
su uso en futuros ensayos clinicos de BIVI se preparé una disolucién madre de exposicion
de cultivo puro.

El virus de exposicion se propag6 en células AK-MA104 y se formuld a un titulo elegido
como diana de aproximadamente 1 x 10 TCIDs¢/3 ml de dosis en D179. Se prepard un

Formulacion: volumen adecuado de material de exposicion. Se tomaron dos alicuotas x 5 ml del material
de exposicion para fines de ensayo antes de que el material de exposicion se transportara
a VRI.

Numero de lote: N270-179

Fabricante: Boehringer Ingelheim Vetmedica, Inc. - EE.UU.

Condiciones de Se almaceno6 material de exposicion a granel a -70 + 10°C. Una vez preparado, el material

almacenamiento de exposicion diluido se mantuvo sobre hielo hasta que se administro.

El personal del laboratorio de BIVI-Ames probd antes y después de la exposicion alicuotas

Pruebas: para el titulo de virus segun el Método de titulos de PRRSv

Resultados de las

brusbas: El material de exposicion tuvo un titulo medio de 1 x 10827 TCIDs0/3 ml de dosis

Via de administracion 1,0 ml/orificio nasal y 1,0 ml IM en el cuello derecho

Retencion del material  [El material de exposicion sélo se descongeld / diluy6 para este estudio y no se retuvo mas
de exposicion: alla del acontecimiento de exposicion.

Tratamientos
Justificacion de la dosificacion

El IVP se administr6 como una dosis de 1,0 ml a cerdos asignados para evaluar la DOI de MLV contra el PRRSV
94881 26 semanas después de la vacunacion. El CP se administré como una dosis de 1,0 ml a los Grupos 2 y 3
como una vacuna de placebo.

Pauta de dosificacion

IVP o CP se administré a un cerdo asignado en la regiéon derecha del cuello IM en DO usando una jeringuilla Luer-
lock estéril de 3,0 ml y una aguja estéril 20g x 1 pulgada (2,54 cm) por una persona que no recogia datos del
estudio. La pauta de dosificacién se muestra a continuacién en la Tabla 8.6.

Tabla 8.6 Pauta de dosificacion

Grupo Numero Tratamiento Dosis/via Dia de estudio
1 22 IVP 1,0 ml IM DO
2 22 CP 1,0 ml IM DO
3 12 CP 1,0 ml IM DO

Tratamientos concomitantes

Debido al hecho de que varios cerdos se encontraron muertos pronto en el estudio posteriormente a las infecciones
bacterianas, el investigador y el monitor del estudio estuvieron de acuerdo con la administracion de los siguientes
tratamientos concomitantes adicionales a todos los animales del estudio (Seccion 15.10):

Dia 20: Mu-Se® (vitamina E/Selenio, Intervet/Schering Plough Animal Health, EE.UU.), 0,1 ml IM en el jamén
derecho

Dia 21: EXCEDE® (ceftiofur, Pfizer Animal Health, EE.UU.), 0,5 ml en el jamén izquierdo
Dia 35: EXCEDE® (ceftiofur, Pfizer Animal Health, EE.UU.), 1,0 ml en el jamén derecho.
Dia 42: EXCEDE® (ceftiofur, Pfizer Animal Health, EE.UU.), 1,0 ml en el jamén izquierdo.
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Dia 47: BAYTRIL 100® (enrofloxacina, Bayer Animal Health, EE.UU.), 1,5 ml SC en el cuello izquierdo

La vitamina E/selenio se administrd para la prevencion de enfermedad cardiaca de Mulberry y los tratamientos con
antibiético se administraron para el tratamiento/prevencién de infecciones bacterianas.

Informacién sobre los animales

Detalles de los animales del estudio

Tabla 8.7 Informacion sobre los animales

Fuente: Prairie View Farms, N5627 Hwy DD, Burlington, WI 53105
Numer.o de 56
cerdos:
. . Los cerdos llegaron a las instalaciones de Veterinary Resources, Inc. (VRI) Cambridge el D-2
Dia de llegada:
(09-Feb-10).
Identificacion: Cada animal se identifico con etiquetas para las orejas dobles individuales en la llegada en D-2.
) Cada animal también tuvo un microchip electrénico insertado SC en el cuello izquierdo en D13.
Especie: Porcina
Raza: Cruzada comercial
Sexo: Hembras o machos castrados.
Inter\{alo de 13 a 17 dias de edad en DO
edad:
Intervalo de 24 a 5,4 kg en DO
peso:
Propietario de los
animales de Boehringer Ingelheim Vetmedica, Inc.
prueba:
En D-2, los cerdos seleccionados para la asignacion al estudio fueron observados por el
Estado investigador del estudio y determin6 que estaban en buen estado de salud y nutricional. Las
fisioldgico: observaciones se registraron en el cuaderno de recogida de datos del examen de salud del
animal.
Grupo 1 (n=22): 117, 118, Grupo 2 (n=22): 123, 124, Grupo 3 (n=12): 116, 120, 126,
Asignaciones de 119, 121, 127, 128, 129, 125, 130, 134, 137, 138, 132 135 145. 151 152. 155
cerdos a arupos 131, 133, 136, 139, 141, 148, 149, 150, 156, 157, 159’ 166‘y 17’1 ’ ’ ’
grip 142, 144, 146, 147, 153, 158, 160, 161, 165, 167, ’
154, 162, 163, 164 y 179 169, 170,172,177y 178

Criterios de inclusion/exclusion

Todos los cerdos enrolados en este estudio fueron negativos por ELISA para PRRS (relacion S/P de ELISA de <0,4)
y fueron sanos en el momento de la vacunacion (D0) como se ha determinado por observacion.

Criterios de descarte después de la inclusion

No se descartd ningin cerdo del estudio. Se encontraron muertos tres cerdos antes de la administracion de
exposicion. Mas resultados sobre estos tres cerdos se presentan en la Seccion 12.8.

Manipulacion y alojamiento de los animales

Los cerdos se alojaron en Veterinary Resources, Inc. (VRI) en Cambridge, IA, durante la duracion del estudio. Los
cerdos se alojaron en multiples corrales (11 6 12 cerdos/corral) dentro de cada habitacion, con animales vacunados
(Grupo 1) y de control (Grupos 2 y 3) alojados en habitaciones uniformes pero separadas para garantizar la
bioseguridad. Los cerdos con MLV contra el PRRSV 94881 se alojaron en la Habitacion CB8 hasta D78, luego en
CC1 hasta D105 y luego CC3 para el resto del estudio. Los cerdos del control de exposicion se alojaron en la
Habitacion CC2 durante todo el estudio. Los cerdos del control negativo se alojaron en la Habitacion CB6 hasta D73
y luego en CB7 para el resto del estudio. Los corrales para los animales eran elevados con revestimiento del suelo
de pizarra de plastico, con comederos apropiados para la edad y bebedores de boquilla y taza. Cada habitacion de
aislamiento se construyé idéntica a las otras y todas cumplieron el nivel de biorriesgo 2 (BL2), se filtraron con Hepa,
se ventilaron mecanicamente con control de temperatura regulado por termostato.

El aislamiento del grupo de tratamiento fue necesario en este estudio ya que es muy conocido dentro de la
comunidad cientifica que el PRRSv se propaga facilmente de cerdo a cerdo por diversos mecanismos que incluyen
la aerosolizacién. Esto incluye vacunas contra el PRRS vivas avirulentas ya que estos productos biolégicos incluyen
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particulas viricas atenuadas que imitan las caracteristicas del PRRS natural virulento sin la capacidad para producir
enfermedad. Los métodos apropiados fueron in situ para garantizar que se mantenia la bioseguridad y que los
animales vacunados no se contaminaban accidentalmente de forma cruzada con animales de control negativo sin
tratamiento previo contra el PRRSv no vacunados.

El personal de la instalacion de prueba tomd medidas apropiadas para limpiar y desinfectar adecuadamente cada
habitacién antes de su uso para este estudio.

Cada habitacion en la instalacion tenia ventiladores y calefactores para ayudar en la suficiente circulacion y el
calentamiento del aire. El sistema de ventilacién era separado aunque idéntico para cada habitacién, por lo que el
aire no era compartido entre habitaciones.

El pienso solido se almacend en bolsas, libres de bichos. El pienso y el agua estaban disponibles a voluntad. Los
cerdos se alimentaron con pienso medicado para lactantes Lean Metrics (Purina Mills LLC, St. Louis, MO) desde la
llegada hasta D5, cuando se cambiaron a pienso medicado sénior Lean Metrics (Purina Mills LLC, St. Louis, MO). En
D64 los cerdos se cambiaron a pienso Lean Metrics Complete 85 (Purina Mills LLC, St. Louis, MO) y en D82 se
cambiaron a pienso Lean Metrics Complete CE85, T40 (Purina Mills LLC, St. Louis, MO), con el que se alimentaron
para el resto del estudio. Durante el estudio, los piensos proporcionados fueron apropiados para el tamafio, edad y
condicion de los cerdos segun practicas de cria de animales aceptables para la region.

Los cerdos tenian buen estado de salud y nutricional antes de iniciarse el estudio como se ha determinado por el
investigador del estudio. Durante el estudio se observaron animales seleccionados con otras afecciones que incluian
delgadez, tos, hinchazones, recubrimiento de pelo despeinado, depresion, abscesos y escasa condicion corporal. El
investigador del estudio consider6 que todo esto eran condiciones que eran tipicas de cerdos en
crecimiento/maduracioén alojados en grupo. Estas condiciones se consideraron transitorias o sin importancia y no se
trataron.

Evaluacion de la eficacia

Para evaluar la DOI de MLV contra el PRRSV 94881 26 semanas después de la vacunacion, los grupos de MLV
contra el PRRSV 94881 y de control de exposicion se expusieron en D179 (DPC 0) y las lesiones pulmonares
después de la exposicion se evaluaron 10 dias después (DPC 10). Una DOI de 26 semanas después de la
vacunacion se logré cuando el grupo de MLV contra el PRRSV 94881 tuvo patologia pulmonar significativamente
disminuida (p<0,05) (macroscopica o histolégica) después de la exposicion en comparacion con el grupo de control
de exposicion.

Los parametros de eficacia secundaria analizados entre el grupo de vacunas y el grupo de control de exposicion
incluyeron viremia después de la vacunacion y después de la exposicion, observaciones clinicas después de la
exposicion, temperaturas rectales después de la exposicién, evaluaciones clinicas después de la vacunacion,
aumento de peso diario promedio (ADWG) y serologia del PRRS. La viremia después de la exposicion se considerd
que era el parametro secundario mas importante ya que es un parametro objetivo y cuantificable. La temperatura
rectal y las observaciones clinicas se consideraron entonces de apoyo en el método de definicion de DOI. Por ultimo
lugar, el rendimiento del crecimiento, la serologia y la deteccidon del virus en los pulmones se usaron como
parametros de apoyo hacia los parametros primarios en satisfacer el objetivo del estudio.

Criterios para una prueba valida

Se requirié que todos los cerdos fueran negativos por ELISA para PRRS (relacion S/P de ELISA de <0,4) en el
cribado antes de la compra y en DO. Se requirié que todos los cerdos del control de exposicion fueran negativos para
anticuerpos del PRRS hasta la exposicion y se requirid que el grupo de control negativo fuera negativo para
anticuerpos del PRRS durante el estudio.

Parametro de resultados primarios

La variable de resultados para eficacia primaria fue la patologia pulmonar (lesiones macroscopicas e histologicas) en
D189 (DPC 10) del estudio.

Puntuaciones de lesién pulmonar macroscoépica

En D189, después de recogerse y registrarse los datos y las muestras, todos los cerdos restantes del estudio se
sacrificaron siguiendo VRI SOP PRC1027 (Seccion 15.1). A cada cerdo se le practico la autopsia segun VRI SOP
PRC 1028 (Seccién 15.1). La cavidad toracica de cada cerdo se expuso por un representante y se extrajeron el
corazén y los pulmones. El investigador del estudio examind cada conjunto de pulmones, describid cualquier
patologia macroscopica y determiné el porcentaje de patologia para cada lébulo del pulmén. Las observaciones y los
datos se registraron en el cuaderno de recogida de datos del informe de la autopsia.

Puntuaciones de lesion pulmonar histologica

Para cada conjunto de pulmones se retuvieron dos muestras de los I6bulos apicales izquierdo y derecho, los I6bulos
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cardiacos izquierdo y derecho, los I6bulos diafragmaticos izquierdo y derecho y el Idbulo intermedio. Cada muestra
de pulmon tenia aproximadamente 1 pulgada (2,54 cm) x 1 pulgada (2,54 cm). Para un conjunto de muestras de
pulmoén, las tres muestras del lado izquierdo se combinaron en un recipiente; mientras que las tres muestras del lado
derecho y la muestra del I6bulo intermedio del pulmén se combinaron en otro recipiente. Cada recipiente se llend
con una cantidad suficiente de 10% de disolucion de formalina. Para el otro conjunto de muestras de pulmon, las
tres muestras de pulmén del lado izquierdo se combinaron en un Whirlpak®; mientras que las tres muestras del lado
derecho y la muestra del l6bulo intermedio del pulmén se combinaron en otro Whirlpak®. Todos los recipientes y
Whirlpak® se etiquetaron apropiadamente con el nimero de animal, nimero de estudio, fecha de recogida, dia de
estudio, tipo de muestra y si las muestras fueron del lado izquierdo o derecho. Las muestras de pulmén en formalina
se almacenaron a temperatura ambiente mientras que las muestras de pulmén en Whirlpak® se almacenaron sobre
nieve carbonica hasta que se transportaron a BIVI-Ames. Las recogidas de muestras se registraron en el cuaderno
de recogida de datos del informe de la autopsia. Las muestras de tejido de pulmén fijadas en formalina y las
muestras de pulmoén en Whirlpak® se transfirieron a BIVI-Ames. Un cuaderno de recogida de datos de la entrega de
especimenes completo se incluyd con cada envio.

Las muestras de tejido de pulmén fijadas en formalina fueron mantenidas por BIVI-Ames a temperatura ambiente
hasta que fueron enviadas por BIVI-Ames al Laboratorio de diagnoéstico veterinario de la Universidad del Estado de
lowa (ISU VDL). Las muestras de pulmén fueron manipuladas y procesadas por personal de ISU VDL segun
métodos de ISU VDL en el plazo de una semana desde la autopsia. Para cada cerdo se generd un Unico
portaobjetos que contenia siete secciones (cada uno de los sietes I6bulos del pulmén). Cada portaobjetos de H & E
se identificd con un unico cadigo identificador. El ISU VDL proporciond un registro informatico que contenia el
numero de estudio, cddigos identificadores y tejidos de cerdo asociados.

Una vez al dia, en los dias en los que los portaobjetos del estudio se leyeron para histopatologia, un patélogo del
ISU VDL (K. Schwartz) ley6é primero los portaobjetos positivos y de control negativo del PRRS EU. Después, el
patélogo leyd los portaobjetos de pulmon tefiidos con H & E para hipertrofia e hiperplasia neumocitica, infiltracion
septal con células mononucleares, residuos necréticos, acumulacion intraalveolar de células inflamatorias y
acumulacion perivascular de células inflamatorias. Los resultados se registraron en una hoja de calculo de Excel. El
sistema de puntuacion de histopatologia pulmonar se muestra a continuacion en la Tabla 8.8.

Tabla 8.8 Sistema de puntuacion de histopatologia pulmonar

Hipertrofia e hiperplasia neumocitica Acumulacioén intraalveolar de células inflamatorias

0 = no presente 0 = no presente

1=leve 1=leve

2 = moderada 2 = moderada

3 = grave 3 = grave

Infiltracion septal con células mononucleares Acumulacion perivascular de células inflamatorias

0 = no presente 0 = no presente

1=leve 1=leve

2 = moderada 2 = moderada

3 = grave 3 = grave
Definiciones del sistema de puntuacion aplicado a
parametros histolégicos (excepto residuos

Residuos necroticos necroticos):

0 = no presentes 0 = no presente: lesiones no detectables presentes dentro

3 = si presentes de un area de visiéon
1 = lesiones leves: pocas células positivas (1-5
células/area) presentes dentro de un area de vision
2 = lesiones moderadas: multiples células positivas (>5
células/area) en una unica localizacion o pocas células (1-
5 células/area) en muiltiples localizaciones dentro de un
area de vision
3 = lesiones graves: mlltiples células positivas (>5
células/area) en multiples localizaciones dentro de un area
de vision.

Tras completarse la lectura de todos los portaobjetos, los portaobjetos se devolvieron al representante del
patrocinador y se archivaran en Boehringer Ingelheim Vetmedica, Inc., St. Joseph, MO, hasta que se complete el
informe final.
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Parametros secundarios

Las variables secundarias incluyeron viremia después de la vacunacién y después de la exposicion, observaciones
clinicas después de la exposicion, temperaturas rectales después de la exposicion, aumento de peso diario
promedio (ADWG), cuantificacion del PRRSv en los pulmones, evaluaciones clinicas después de la vacunacion y
serologia del PRRS.

qPCR del PRRS en suero

Se recogidé sangre venosa completa antes de la compra y en los dias 0, 7, 14, 21, 28, 56, 84, 112, 140, 168, 179
(DPC 0), 182 (DPC 3), 186 (DPC 7) y 189 (DPC 10). Brevemente, se recogieron aproximadamente 2-5 ml de sangre
de cada cerdo en un tubo(s) separador(es) de suero (SST) de tamafio apropiado. Se registraron las recogidas de
muestras en el cuaderno de recogida de datos de la recogida de muestras. Se dej6 que la sangre coagulara a
temperatura ambiente en los SST. Las muestras de sangre fueron llevadas a BIVI-Ames el dia de recogida y se
completé el cuaderno de recogida de datos de la entrega de especimenes. Las muestras de sangre se centrifugaron
por BIVI-Ames y el suero se recogid, se fracciond y se transfirié a tubos apropiados. Cada tubo se etiquet6 con el
numero de ID del cerdo, el nimero de estudio, la fecha de recogida, el dia de estudio y el tipo de muestra. En BIVI-
Ames, un conjunto de muestras de suero se mantuvo a 2-8°C y el otro conjunto de muestras de suero se mantuvo a
-70 £ 10°C.

Observaciones clinicas después de la exposicion

Los cerdos se observaron para signos clinicos de enfermedad de D178 (DPC -1) a D189 (DPC 10). Las
observaciones se realizaron por el investigador del estudio o representantes y se registraron en el cuaderno de
recogida de datos de las observaciones clinicas. Los cerdos se observaron cada dia para respiracion,
comportamiento y tos basandose en el sistema de puntuaciéon de observaciones clinicas explicado a continuacién en
la Tabla 8.9.

Tabla 8.9 Sistema de puntuacion de observaciones clinicas

Respiracion Comportamiento Tos

0 = respiracién normal 0 = normal 0 = sin tos

1 = respiracion jadeante/rapida 1 = letargo de leve a moderado 1 = tos suave o intermitente

2 = disnea 2 = gravemente letargico o recostado 2 = tos aspera o grave, repetitiva
3 = muerto 3 = muerto 3 = muerto

Temperaturas rectales

Las temperaturas rectales se recogieron por el investigador del estudio o representantes de D178 (DPC -1) a D189
(DPC 10). Las temperaturas rectales se registraron en unidades de °C en el cuaderno de recogida de datos de las
observaciones clinicas.

Peso corporal y aumento de peso diario promedio

Los pesos corporales individuales se recogieron en DO, D179 (DPC 0) y D188 (DPC 9). Cada cerdo se peso en una
bascula calibrada por el investigador del estudio o representantes. Los resultados se registraron en unidades de kg
en el cuaderno de recogida de datos del peso corporal. El aumento de peso diario promedio se determiné a partir de
D179 (DPC 0) a D188 (DPC 9).

qPCR del PRRS en los pulmones

Las muestras de tejido de pulmén en Whirlpak® se mantuvieron a -70 + 10°C en BIVI-Ames hasta que se enviaron a
la direccion incluida en la Seccion 9.3.1. Un cuaderno de recogida de datos de la entrega de especimenes completo
se incluyoé con el envio. BioScreen probo las muestras de pulmoén para ARN del PRRSv por gPCR (Seccion 15.1).
Los tejidos del pulmoén izquierdo se homogeneizaron y se probaron. Los tejidos del pulmén derecho y las muestras
del I6bulo intermedio del pulmdn se homogeneizaron y se probaron. Los resultados se informaron como equivalente
de genoma (log1o GE/ml) para muestras del pulmén izquierdo y derecho. Para cada cerdo, el estadistico calculara un
titulo medio geométrico de valores de GE/ml derechos e izquierdos usando el programa SAS.

Evaluacién clinica después de la vacunacion

Todos los cerdos se observaron para evaluaciones clinicas después de la vacunacion por el investigador del estudio
o representantes. Las observaciones se realizaren diariamente de D-1 a D21 y luego al menos tres veces a la
semana de D22 a D177. Las observaciones se registraron en el cuaderno de recogida de datos de las evaluaciones
clinicas.
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Serologia del PRRS

Las muestras de suero recogidas antes de la compra y en los dias 0, 7, 14, 21, 28, 56, 84, 112, 140, 168, 179 (DPC
0), 182 (DPC 3), 186 (DPC 7) y 189 (DPC 10) y mantenidas a 2-8°C se probaron por BIVI-Ames para anticuerpos del
PRRS (Seccion 15.1). Los resultados se informaron como negativos (relacion S/P de ELISA de < 0,4) o positivos
(relacion S/P de ELISA de = 0,4).

Acontecimientos adversos

No se observaron acontecimientos adversos atribuidos a la MLV contra el PRRSV 94881 en este estudio.
Métodos estadisticos

Unidad experimental

Los grupos de tratamiento se alojaron en habitaciones separadas en este estudio para evitar la transmision del
PRRSv a grupos no vacunados. Por tanto, la habitacion fue la unidad experimental. Sin embargo, para los fines de
este analisis se ignor6é un posible debido a confundir los efectos de “habitacion” y “tratamiento”, y el cerdo se usé
como unidad estadistica.

Aleatorizacion

Cincuenta y seis (56) cerdos se asignaron aleatoriamente a uno de los tres grupos. La aleatorizacion se realizé por
BIVI. En el momento del envio, el n° 140 y 143 (grupo de control de exposicién), ademas del n°® 168 (grupo de MLV
contra el 94881 del PRRS) se eliminaron. El nimero 178 se seleccion6 aleatoriamente para sustituir al n° 140, el n°
177 se selecciond aleatoriamente para sustituir al 143 y el n® 179 se seleccion6 aleatoriamente para sustituir al n°
168 de un conjunto de cinco cerdos adicionales que cumplieron los criterios de inclusion. ANALISIS

Los analisis estadisticos y los resuimenes de datos se realizaron por Dr. rer. hort. Martin Vanselow, Biometrie &
Statistik, Zum Siemenshop 21, 30539 Hannover, Alemania, +49(0) 511 606 777 650, m.vanselow@t-online.de. Los
datos se analizaron suponiendo una estructura de disefio completamente aleatoria. Los analisis estadisticos se
realizaron usando la version del software SAS 8.2 o superior (SAS, 2001, Cary, EE.UU./Carolina del Norte, SAS
Institute Inc.). El cerdo 179 de MLV contra el PRRSV 94881 y los cerdos del control de exposicion 124 y 161
murieron antes de la exposicion y se excluyeron de los analisis después de la exposicion. Todas las pruebas en
diferencias se disefiaron como pruebas bilaterales a a = 5%. El informe estadistico se presenta en la Seccion 15.9.

Puntuaciones de lesién pulmonar macroscoépica

La puntuacién de lesidon pulmonar macroscopica para cada cerdo se calculé usando los factores mostrados a
continuacion en la Tabla 8.10 multiplicados por el % de patologia para un lébulo del pulmén especifico. Los calculos
se realizaron usando el programa SAS.

Tabla 8.10 Factores para calcular las puntuaciones de lesién pulmonar macroscépica

Lébulo del pulmén Factor
Apical izquierdo 0,05
Cardiaco izquierdo 0,06
Diafragmatico izquierdo 0,29
Apical derecho 0,11
Cardiaco 0,10
Diafragmatico derecho 0,34
Accesorio/intermedio derecho 0,05

Los grupos de tratamiento se compararon en diferencias usando la prueba de Wilcoxon Mann-Whitney.
Puntuaciones de lesion pulmonar histologica

Las puntuaciones histolégicas individuales de las muestras de pulmoén se acumularon por Iébulo y animal. Esta
puntuaciéon suma se dividié entre el nimero de Iébulos examinados por animal. Los resultados se usaron como
valores individuales para la comparacion entre los grupos de tratamiento. Los grupos de tratamiento se probaron en
diferencias usando la prueba de Wilcoxon Mann-Whitney.

qPCR del PRRS en los pulmones

Los datos de PCR cuantitativa (carga virica del PRRS [log1o GE/mI]) de pulmones recogidos en D189 se usaron para
comparaciones entre los grupos de tratamiento por la prueba de Wilcoxon Mann-Whitney. El promedio (logio GE/ml)
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de los resultados de gPCR del pulmon izquierdo y derecho se usaron para la evaluacion. Antes de los calculos, el
resultado analitico 'no detectado' se sustituyé por logio GE/ml de 0,0 y 'positivo' se sustituyo por 3,0.

Se generaron tablas de frecuencias de resultados de qPCR positivos. Las diferencias entre los grupos de
tratamiento se probaron por la prueba exacta de Fisher.

qPCR del PRRS en suero

Los datos de viremia se evaluaron por separado para cada dia de investigacion. Adicionalmente, para la carga virica
se analizaron las areas bajo las curvas de respuesta individuales entre D179 y D189 (ABC 0-10) y entre D182 y
D189 (ABC 3-10).

Los datos de PCR cuantitativa (carga virica del PRRS [log1o GE/ml]) se usaron para comparaciones entre los grupos
de tratamiento por la prueba de Wilcoxon Mann-Whitney. Antes de los calculos, el resultado analitico 'no detectado'
se sustituyd por un valor de logio GE/ml de 0,0 y 'positivo’ se sustituyé por 3,0. Los grupos de tratamiento se
probaron en diferencias usando la prueba de Wilcoxon Mann-Whitney.

Se generaron tablas de frecuencias de resultados de qPCR positivos. Las diferencias entre los grupos de
tratamiento se probaron por la prueba exacta de Fisher.

Observaciones clinicas después de la exposicion

Se generaron tablas de frecuencias de animales con al menos un hallazgo positivo entre D180 y D189. Las
puntuaciones totales fueron la suma de la puntuaciéon de respiraciéon + la puntuacién de comportamiento + la
puntuacion de tos. Los calculos se realizaron usando el programa SAS. Las diferencias entre los grupos de
tratamiento se probaron por la prueba exacta de Fisher.

Las puntuaciones maximas y las puntuaciones medias por animal de D180 a D189 para respiracion,
comportamiento, tos y para los tres sumados juntos (total) se usaron para la evaluacion estadistica. Las diferencias
entre los grupos de tratamiento se probaron por la prueba de Wilcoxon Mann-Whitney.

Peso corporal y aumento de peso diario promedio

Los aumentos de peso diarios individuales se calcularon para el periodo de tiempo entre D179 a D188. Para cada
dia de investigacion y para el periodo de tiempo se calcularon las estadisticas descriptivas. Las diferencias entre los
grupos de tratamiento se probaron usando analisis de la varianza y posteriores pruebas de la t. Las medias por
minimos cuadrados de los grupos vy las diferencias entre las medias por minimos cuadrados con intervalos de
confianza de 95% se calcularon a partir del analisis de la varianza.

Temperaturas rectales

Las diferencias entre los grupos de tratamiento con respecto a los datos de temperatura originales se probaron
usando analisis de la varianza y posteriores pruebas de la t. Las medias por minimos cuadrados de los grupos y las
diferencias entre las medias por minimos cuadrados con intervalos de confianza de 95% se calcularon a partir del
analisis de la varianza.

Evaluacién clinica después de la vacunacion

Se generaron tablas de frecuencias de animales con al menos un hallazgo positivo entre D1 y D21. Las diferencias
entre los grupos de tratamiento se probaron por la prueba exacta de Fisher.

Serologia del PRRS

Se generaron tablas de frecuencias de resultados positivos por ELISA para cada momento de tiempo. Las
diferencias entre los grupos de tratamiento se probaron por la prueba exacta de Fisher.

Resultados
Puntuaciones de lesién pulmonar macroscoépica

Las medianas de las puntuaciones de lesién pulmonar macroscopica en D189 (DPC 10) fueron 0,1% y 13,8% para
el grupo vacunado con MLV contra el PRRSV 94881 y los controles de exposicion, respectivamente. La mediana de
la puntuacion de lesion pulmonar macroscopica para cerdos vacunados contra el PRRS fue significativamente
menor que la mediana de la puntuacion de lesidon pulmonar macroscoépica para los controles de exposicion
(p<0,0001). La mediana de la puntuaciéon de lesién pulmonar macroscopica para el grupo de control negativo fue
0,0%.

El nimero 123 (grupo de control de exposicién) no pudo puntuarse para lesiones pulmonares en D189 debido a

pleuritis difusa y adhesiones. De los tejidos de pulmén de este cerdo se aislaron Moraxella osloensis,
Staphylococcus warneri, Staphylococcus hyicus y especies de Pseudomonas después de la autopsia.
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Un resumen de las puntuaciones de lesidon pulmonar macroscoépica por grupo y el valor de p asociado se muestra a
continuacion en la Tabla 8.11.

Tabla 8.11 Resumen de puntuaciones de lesién pulmonar macroscopica por grupo (%) en D189

Grupo' | N3 Min. Max. Mediana IC de 95% Rangode Q| Media | Valorde p
1 21 0,00 12,40 0,060 0,050 0,550 0,400 1,099 <0.0001
2 192 0,06 69,20 13,800 2,690 22,650 20,850 15,842 ’
3 12 0,00 0,59 0,000 0,000 0,110 0,085 0,093 NI

" Grupo 1 = vacuna MLV contra el 94881 del PRRS; Grupo 2 = grupo de control de exposicion; Grupo 3 = grupo de
control negativo. 2 EI n® 123 no se puntud debido a pleuritis difusa y adhesiones debido a infecciones bacterianas. 2
Un cerdo de MLV contra el PRRSV 94881 y dos cerdos del control de exposicion murieron antes de la exposicion y
no se incluyeron en el analisis. NI = no incluido en el andlisis estadistico

Puntuaciones de lesion pulmonar histologica

Las medianas de las puntuaciones de lesion pulmonar histolégica fueron 6,0 y 19,5 para el grupo vacunado con MLV
contra el PRRSV 94881 y los controles de exposicion, respectivamente. La mediana de la puntuacién de lesion
pulmonar histoloégica para el grupo vacunado contra PRRS fue significativamente menor que la mediana de la
puntuacion de lesion pulmonar histoldgica para controles de exposicion (p<0,0001). La mediana de la puntuacion de
lesién pulmonar histoldgica para el grupo de control negativo fue 9,0.

Un resumen de las puntuaciones de lesiéon pulmonar histologica por grupo y el valor de p asociado se muestra a
continuacion en la Tabla 8.12.

Tabla 8.12 Resumen de puntuaciones de lesion pulmonar histoldgica por grupo

Grupo' | N2 Min. Max. Mediana IC de 95% Rangode Q| Media | Valorde p
1 21 2 20 6,0 3,0 8,0 5,0 6,6
<0,0001
2 20 8 47 19,5 15,0 23,0 10,0 20,2
3 12 0 15 9,0 7,0 14,0 6,5 9,1 NI

" Grupo 1 = vacuna MLV contra el 94881 del PRRS; Grupo 2 = grupo de control de exposicion; Grupo 3 = grupo de
control negativo. 2 Un cerdo de MLV contra el PRRSV 94881 y dos cerdos del control de exposicién murieron antes
de la exposicion y no se incluyeron en el andlisis. NI = no incluido en el analisis estadistico

qPCR del PRRS en los pulmones

Las medianas de los valores de pulmén por gPCR de tejidos de pulmon fueron 3,69 y 6,25 logio GE/ml para cerdos
vacunados con MLV contra el PRRSV 94881 y controles de exposicion, respectivamente. La mediana del valor de
gPCR para cerdos vacunados con MLV contra el PRRSV 94881 fue significativamente menor que la mediana del
valor de qPCR para controles de exposicion (p<0,0001). No se detectd ARN del PRRSv en muestras de pulmon de
ningun cerdo de control negativo.

Un resumen de valores de gPCR de pulmoén por grupo y el resultado de la prueba (valor de p) esta continuacion en
la Tabla 8.13.

Tabla 8.13 Resumen de los valores de gPCR de pulmén por grupo (media log1o GE/ml)

Grupo' | N? Min. Max. Mediana IC de 95% Rangode Q | Media | Valorde p
1 21 0,00 6,83 3,69 1,50 5,21 3,18 3,36
<0,0001
2 20 4,80 7,40 6,25 5,62 6,68 1,26 6,22
3 12 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 NI

" Grupo 1 = vacuna MLV contra el 94881 del PRRS; Grupo 2 = grupo de control de exposicion; Grupo 3 = grupo de
control negativo. 2 Un cerdo con MLV contra el PRRSV 94881 y dos cerdos del control de exposicion murieron antes
de la exposicion y no se incluyeron en el andlisis. NI = no incluido en el analisis estadistico

Se detectd ARN del PRRSV en tejidos de pulmén de 90% y 100% de cerdos vacunados con MLV contra el PRRSV
94881 y cerdos del control de exposicion, respectivamente. No hubo diferencia estadistica entre el grupo vacunado y
los controles de exposicion (p=0,4878).

Un resumen de frecuencia por grupo de tejidos de pulmén positivos por gPCR para PRRS de cerdos en la autopsia
se muestra a continuacioén en la Tabla 8.14.
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Tabla 8.14 Frecuencia por grupo de tejidos de pulmoén positivos por gPCR para PRRSv

Grupo' N° de positivos | % de positivos IC de 95% Namero total? Valor de p
1 19 90 69,6 98,8 21
0,4878
2 20 100 83,2 100,0 20
3 0 0 0,0 26,5 12 NI

" Grupo 1 = vacuna MLV contra el 94881 del PRRS; Grupo 2 = grupo de control de exposicion; Grupo 3 = grupo de
control negativo. 2 Un cerdo de MLV contra el PRRSV 94881 y dos cerdos del control de exposicién murieron antes
de la exposicion y no se incluyeron en el andlisis. NI = no incluido en el analisis estadistico

qPCR del PRRS en suero

No se detecté ARN del PRRSVv en el suero de ningun cerdo en DO. Después de la vacunacion, los cerdos vacunados
con MLV contra el PRRSV 94881 tuvieron valores medios de 3,00, 0, 0, 3,00, 0, 0, 0, 0 y 0 logio GE/ml en D7, D14,
D21, D28, D56, D84, D112, D140 y D168, respectivamente. Los valores fueron significativamente superiores a los
de los controles de exposicion en D7, D14, D21 y D28 (p<0,0013), ya que los controles de exposicion no detectaron
ARN del PRRSv hasta D182 (DPC 3).

No se detectd ARN del PRRSv en el suero de ningun cerdo en D179 (DPC 0). Después de la exposicion, los cerdos
vacunados con MLV contra el PRRSV 94881 tuvieron valores medios de 4,44, 0 y 0 logio GE/ml en D182 (DPC 3),
D186 (DPC 7) y D189 (DPC 10), respectivamente, en comparacion con 5,88, 5,30 y 4,24 logo GE/ml para controles
de exposicién en los mismos dias. Los valores medios para los controles de exposicion fueron superiores a los del
grupo de MLV contra el PRRSV 94881 en todos los dias después de la exposicion (p<0,0001).

No se detectd ARN del PRRSv en suero de ningun cerdo de control negativo durante este estudio.

Las medianas de los valores del ABC para cerdos vacunados con MLV contra el PRRSV 94881 fueron 15,54 y 8,88
log1o GE/ml por dia de DPC 0 a DPC 10 y de DPC 3 a DPC 10, respectivamente. A diferencia, las medianas de los
valores del ABC para controles de exposicion fueron 44,77 y 36,43 logio GE/ml por dia de DPC 0 a DPC 10 y de
DPC 3 a DPC 10, respectivamente. Los valores medios para el grupo de MLV contra PRRS MLV fueron
significativamente inferiores a los valores medios para los controles de exposiciéon para ambos periodos (p<0,0001).

Los resumenes de los datos de qPCR para PRRS en suero se muestran a continuacion en las Tablas 8.15y 8.16.

Tabla 8.15 Resumen de resultados por gPCR para PRRS en suero (logio GE/ml) de DO a D168

Dia Grupo' N Min. Max. | Mediana IC de 95% Rangode Q| Media |Valordep
1 22 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1.0000
0 2 22 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 '
3 12 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 NI
1 21 3,00 4,63 3,00 3,00 3,00 0,00 3,23
<0,0001
7 2 22 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
3 12 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 NI
1 21 0,00 3,00 0,00 0,00 3,00 3,00 1,43 0.0005
14 2 21 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 ’
3 12 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 NI
1 21 0,00 3,00 0,00 0,00 3,00 3,00 1,29 0.0013
21 2 20 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 ’
3 12 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 NI
1 21 0,00 3,88 3,00 0,00 3,00 3,00 1,93
<0,0001
28 2 20 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
3 12 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 NI
1 21 0,00 3,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,57 0.1069
56 2 20 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 '
3 12 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 NI
1 21 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
84 1,0000
2 20 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
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3 12 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 NI
1 21 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1.0000
112 2 20 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
3 12 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 NI
1 21 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
140 2 20 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,0000
3 12 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 NI
1 21 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
168 2 20 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,0000
3 12 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 NI

" Grupo 1 = vacuna MLV contra el 94881 del PRRS; Grupo 2 = grupo de control de exposicion; Grupo 3 = grupo de
control negativo. NI = no incluido en el andlisis estadistico

Tabla 8.16 Resumen de resultados por gPCR para PRRS en suero (logio GE/ml) de D179 a D189

Dia Grupo'| N Min. Max. | Mediana IC de 95% Rango de Q| Media |Valordep
1 21 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
179 (DPC 0) 2 20 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1.0000
3 12 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 NI
1 21 3,00 5,58 4,44 3,93 5,28 1,51 4,42 <0,0001
182 (DPC 3) 2 20 | 5,09 6,33 5,88 5,75 6,00 0,32 5,81
3 12 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 NI
1 21 0,00 3,74 0,00 0,00 0,00 0,00 0,61 <0,0001
186 (DPC 7) 2 20 | 3,66 6,57 5,30 4,86 5,69 1,08 5,30
3 12 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 NI
1 21 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 <0,0001
189 (DPC 10) 2 20 | 0,00 5,88 4,24 3,71 4,42 1,18 3,97
3 12 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 NI
ABC DPC 0. 1 21 | 10,50 | 31,22 15,54 13,76 | 19,53 5,95 17,61 <0,0001
10 2 20 | 36,86 | 52,16 4477 43,23 | 48,03 6,24 44,84
3 12 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 NI
ABC DPC 3. 1 21 6,00 | 23,45 8,88 7,86 11,16 3,40 10,97 <0,0001
DPC 10 2 20 | 27,77 | 43,02 36,43 34,60 | 38,53 5,23 36,12
3 12 | 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 NI

" Grupo 1 = vacuna MLV contra el 94881 del PRRS; Grupo 2 = grupo de control de exposicion; Grupo 3 = grupo de
control negativo. NI = no incluido en el analisis estadistico. ABC = area bajo la curva; logio GE/ml por dia

Después de la vacunacion, el grupo de MLV contra el PRRSV 94881 tuvo proporciones de cerdos positivos por
gPCR significativamente mayores en D7, D14, D21 y D28 en comparacion con el grupo de control de exposicion.
(p=0,0013). No se detectod diferencia significativa entre grupos en D56 para la proporcion de cerdos positivos por
gPCR (p=0,1069).

En D182 (DPC 3), 100% de los cerdos en los grupos de MLV contra el PRRSV 94881 y de control de exposicién
fueron positivos por gPCR (no se realizé la prueba). En D186 (DPC 7) y D189 (DPC 10), el grupo de MLV contra
PRRS tuvo una proporcién de cerdos positivos por gPCR significativamente menor en comparacion con el grupo de
control de exposicion (<0,0001).

Los resumenes de las proporciones por grupo de datos positivos por qPCR se muestran a continuacion en las
Tablas 8.17 y 8,18.
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Tabla 8.17 Resumen de proporcién por grupo de resultados positivos por qPCR en suero después de la vacunacion

Dia Grupo' N° de % de positivos IC de 95% Numero total Valor de p
positivos
0 1 0 0 0,0 15,4 22 n.a.
2 0 0 0,0 15,4 22
3 0 0 0,0 26,5 12 NI
7 1 21 100 83,9 100,0 21 <0,0001
2 0 0 0,0 15,4 22
3 0 0 0,0 26,5 12 NI
14 1 10 48 25,7 70,2 21 0,0005
2 0 0 0,0 16,1 21
3 0 0 0,0 26,5 12 NI
21 1 9 43 21,8 66,0 21 0,0013
2 0 0 0,0 16,8 20
3 0 0 0,0 26,5 12 NI
28 1 13 62 38,4 81,9 21 <0,0001
2 0 0 0,0 16,8 20
3 0 0 0,0 26,5 12 NI
56 1 4 19 54 41,9 21 0,1069
2 0 0 0,0 16,8 20
3 0 0 0,0 26,5 12 NI
84 1 0 0 0,0 16,1 21 n.a.
2 0 0 0,0 16,8 20
3 0 0 0,0 26,5 12 NI
112 1 0 0 0,0 16,1 21 n.a.
2 0 0 0,0 16,8 20
3 0 0 0,0 26,5 12 NI
140 1 0 0 0,0 16,1 21 n.a.
2 0 0 0,0 16,8 20
3 0 0 0,0 26,5 12 NI
168 1 0 0 0,0 16,1 21 n.a.
2 0 0 0,0 16,8 20
3 0 0 0,0 26,5 12 NI

" Grupo 1 = vacuna MLV contra el 94881 del PRRS; Grupo 2 = grupo de control de exposicion; Grupo 3 = grupo de
control negativo. n.a. = no se realiz6 la prueba; NI = no incluido en el analisis estadistico

Tabla 8.18 Resumen de la proporcion por grupo de resultados positivos por qPCR en suero después de la
exposicion

Dia Grupo' | N° de positivos | % de positivos IC de 95% Numero total Valor de p
179 (DPC 0) 1 0 0 0,0 16,1 21 n.a.
2 0 0 0,0 16,8 20
3 0 0 0,0 26,5 12 NI
182 (DPC 3) 1 21 100 83,9 100,0 21 n.a.
2 20 100 83,2 100,0 20
3 0 0 0,0 26,5 12 NI
186 (DPC 7) 1 4 19 54 41,9 21 <0,0001
2 20 100 83,2 100,0 20
3 0 0 0,0 26,5 12 NI
189 (DPC 1 0 0 0,0 16,1 21 <0,0001
10) 2 19 95 751 99,9 20
3 0 0 0,0 26,5 12 NI
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" Grupo 1 = vacuna MLV contra el 94881 del PRRS; Grupo 2 = grupo de control de exposicion; Grupo 3 = grupo de
control negativo. n.a. = no se realizé la prueba; NI = no incluido en el analisis estadistico

Observaciones clinicas después de la exposicion

No se observd respiracion anormal en ningun cerdo vacunado con MLV contra el PRRSV 94881 después de la
exposicidon en comparacion con un cerdo del control de exposicion (n°® 149) que demostré una puntuacion de “1” en
D185 (DPC 6). No se detectd diferencia entre grupos para el porcentaje de cerdos que demostrd la respiracion
anormal durante al menos un dia después de la exposicion (p=0,4878).

No se observaron comportamiento y tos anormal después de la exposicién en ningun cerdo vacunado con MLV
contra el PRRSV 94881 o en cerdos del control de exposicion.

Los porcentajes de cerdos con las puntuaciones clinicas totales > 0 durante al menos un dia después de la
exposicion fueron 0% y 5% para el grupo vacunado con MLV contra el PRRSV 94881 y el grupo de control de
exposicion, respectivamente. Estos valores no fueron significativamente diferentes (p=0,4878).

No se observaron signos clinicos en el grupo de control negativo de D179 a D189.

Un resumen de las frecuencias por grupo de cerdos con al menos una puntuacion de observacion clinica positiva
durante el periodo después de la exposicidn se muestra a continuacion en la Tabla 8.19.

Tabla 8.19 Resumen de las frecuencias por grupo de cerdos con al menos una puntuacion de observacion clinica
positiva después de la exposicion

Parametro Grupo' |N° de positivos| % de positivos IC de 95% Namero total? | Valor de p
1 0 0 0,0 16,1 21
L 0,4878
Respiracion 2 1 5 0,1 249 20
3 0 0 0,0 26,5 12 NI
1 0 0 0,0 16,1 21 NA
Comportamiento 2 0 0 0,0 16,8 20
3 0 0 0,0 26,5 12 NI
1 0 0 0,0 16,1 21
NA
Tos 2 0 0 0,0 16,8 20
3 0 0 0,0 26,5 12 NI
1 0 0 0,0 16,1 21
0,4878
Total 2 1 5 0,1 24,9 20
3 0 0 0,0 26,5 12 NI

" Grupo 1 = vacuna MLV contra el 94881 del PRRS; Grupo 2 = grupo de control de exposicion; Grupo 3 = grupo de
control negativo. 2 Un cerdo de MLV contra el PRRSV 94881 y dos cerdos del control de exposicién murieron antes
de la exposicién y no se incluyeron en el analisis. NI = no incluido en el analisis estadistico; NA = prueba no
aplicable debido a la falta de variabilidad

No hubo diferencia entre grupos para puntuaciones de respiracion maximas o puntuaciones totales maximas
después de la exposicion (p=0,4878).

Un resumen de las puntuaciones de observaciones clinicas maximas por grupo para el periodo después de la
exposicion (DPC 1 a DPC 10) se muestra a continuacion en la Tabla 8.20.

Tabla 8.20 Resumen de puntuaciones clinicas maximas después de la exposicion por grupo

Parametro Grupo' | N2 | Min. | Max. | Mediana| IC de 95% |Rango de Q| Media | Valor de p
1 21 0 0 0 0 0 0 0,0
L 0,4878
Respiracion 2 20 0 1 0 0 0 0 0,1
3 12 0 0 0 0 0 0 0,0 NI
1 21 0 0 0 0 0 0 0,0
. 1,0000
Comportamiento 2 20 0 0 0 0 0 0 0,0
3 12 0 0 0 0 0 0 0,0 NI
Tos 1 21 0 0 0 0 0 0 0,0 1,0000
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2 20 0 0 0 0 0 0 0,0
3 12 0 0 0 0 0 0 0,0 NI
1 21 0 0 0 0 0 0 0,0
0,4878
Total 2 20 0 1 0 0 0 0 0,1
3 12 0 0 0 0 0 0 0,0 NI

" Grupo 1 = vacuna MLV contra el 94881 del PRRS; Grupo 2 = grupo de control de exposicion; Grupo 3 = grupo de
control negativo. 2 Un cerdo de MLV contra el PRRSV 94881 y dos cerdos del control de exposicién murieron antes
de la exposicién y no se incluyeron en el andlisis. NI = no incluido en el analisis estadistico

Las puntuaciones de observaciones clinicas medias siguieron un patréon similar al porcentaje de cerdos con
puntuaciones clinicas positivas. No hubo diferencias significativas entre el grupo vacunado con MLV contra el
PRRSV 94881 y el grupo de control de exposicion (p=0,4878). Un resumen de las puntuaciones de observaciones
clinicas medias por grupo para el periodo después de la exposicion (DPC 1 a DPC 10) se muestra a continuacion en
la Tabla 8.21.

Tabla 8.21 Resumen de puntuaciones clinicas medias después de la exposicion por grupo

Parametro Grupo' | N? Min. Max. | Mediana IC de 95% |Rango de Q| Media | Valor de p
1 21 0,0 0,0 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00
Respiracion 2 20 0,0 0,1 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,01 0.4878
3 12 0,0 0,0 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 NI
1 21 0,0 0,0 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00
Comportamiento 2 20 0,0 0,0 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 1.0000
3 12 0,0 0,0 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 NI
1 21 0,0 0,0 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00
Tos 2 20 0,0 0,0 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 1.0000
3 12 0,0 0,0 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 NI
1 21 0,0 0,0 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00
Total 2 20 0,0 0,1 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,01 0.4878
3 12 0,0 0,0 0,00 0,00 | 0,00 0,00 0,00 NI

" Grupo 1 = vacuna MLV contra el 94881 del PRRS; Grupo 2 = grupo de control de exposicion; Grupo 3 = grupo de
control negativo. 2 Un cerdo de MLV contra el PRRSV 94881 y dos cerdos del control de exposicién murieron antes
de la exposicién y no se incluyeron en el andlisis. NI = no incluido en el analisis estadistico

Peso corporal y aumento de peso diario promedio

La diferencia entre grupos no fue significativa (p=0,2389). En D179 (DPC 0), los pesos corporales medios y medios
por LS fueron 134,6 y 128,2 kg para el grupo de MLV contra el PRRSV 94881 y el grupo de control de exposicion,
respectivamente. La diferencia no fue significativamente diferente (p=0,1090). En D188 (DPC 9), los pesos
corporales medios y medios por LS fueron 138,3 y 130,3 kg para el grupo de MLV contra el PRRSV 94881 y el grupo
de control de exposicion, respectivamente. El peso corporal para el grupo vacunado fue significativamente superior
al del grupo de control de exposicién en D188 (p=0,0455).

Los ADWG medios por LS durante el periodo de exposicion (DPC 0 a DPC 9) fueron 0,4 y 0,2 kg/d para el grupo de
MLV contra el PRRSV 94881 y el grupo de control de exposicidn, respectivamente. Estos valores no fueron
significativamente diferentes (p=0,1041).

Los cerdos del control negativo tuvieron pesos corporales medios de 2,7, 117,2 y 120,0 kg en DO, D179 y D188,
respectivamente. EI ADWG para el grupo de control negativo de D179 a D188 fue 0,5 kg/d.

Un resumen del pesos corporales medios por grupo en DO, D179 (DPC 0) y D188 (DPC 9) y ADWG de DPC 0 a
DPC 9 se muestra a continuacion en la Tabla 8.22. Un resumen de media por LS y andlisis estadistico de pesos
corporales y ADWG para el grupo de MLV contra el PRRSV 94881 y el grupo de control de exposicion se muestra a
continuacion en la Tabla 8.23.
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Tabla 8.22 Resumen del peso corporal por grupo y el aumento de peso diario promedio (kg y kg/d)

Dia(s) Grupo' N Min. Max. Mediana Media DE
Pesos 1 22 2,8 5,4 4,00 3,96 0,730
corporales en 2 22 2,4 4.8 3,75 3,72 0,547
0 3 12 2,7 4,5 3,60 3,71 0,552
Pesos 1 21 108,5 155,0 136,60 134,57 12,737
corporales en 2 20 103,3 152,6 130,10 128,15 12,288
D179 (DPC 0) 3 12 117,2 156,5 133,05 134,61 10,900
Pesos 1 21 112,2 157,8 141,50 138,28 12,879
corporales en 2 20 109,4 150,9 131,90 130,27 11,896
D188 (DPC 9) 3 12 120,0 162,5 136,60 139,11 11,922
ADWG 1 21 -0,422 0,956 0,4111 0,4124 0,31653
DPC 0 aDPC 2 20 -0,589 0,844 0,2889 0,2350 0,36530
9 3 12 -1,600 2,656 0,5111 0,5000 0,92391

" Grupo 1 = vacuna MLV contra el 94881 del PRRS; Grupo 2 = grupo de control de exposicion; Grupo 3 = grupo de
control negativo

Tabla 8.23 Resumen del peso corporal medio por LS por grupo y aumento diario (kg y kg/d)

Dia(s) Grupo' Media por LS Intervalo de confianza de 95% Valor de p
1 3,96 3,674 4,241
Pesos ggrgma'es 2 3,72 3,446 4,000 0,2389
Dif. 1-2 0,23 -0,162 0,631
134,57 129,040 140,093
Eﬁ%’%?zg‘gg'%s)' 2 128,15 122,487 133,813 0,1090
Dif. 1-2 6,42 1,496 14,329
138,28 132,800 143,756
Eﬁ%’%?zg‘gg'%j 2 130,27 124,652 135,878 0,0455
Dif. 1-2 8,01 0,170 15,856
0,4124 0,26180 0,56297
ADWDGP?:';C 0a 2 0,2350 0,08070 0,38930 0,1041
Dif. 1-2 0,1774 -0,03822 0,39299

" Grupo 1 = vacuna MLV contra el 94881 del PRRS; Grupo 2 = grupo de control de exposicion; Grupo 3 = grupo de
control negativo

Temperaturas rectales

La temperatura rectal media para el grupo de MLV contra el PRRSV 94881 fue 39,3°C en el dia de exposicion
(D179) y las medias oscilaron de 39,1°C (D189, DPC 10) a 39,8°C (D181, DPC 2) después de la exposicion. La
temperatura rectal media para el grupo de control de exposicion fue 39,1°C en el dia de exposicion y las medias
oscilaron de 39,1°C (D183, DPC 4) a 39,9°C (D182, DPC 3) después de la exposicion. Las temperaturas rectales
medias para el grupo de control negativo siguieron siendo < 39,3°C durante el mismo periodo de tiempo.

Un resumen de las temperaturas rectales por grupo se muestra a continuacion en la Tabla 8.24.

Tabla 8.24 Resumen de temperatura rectal por grupo (°C) Dias D179 (DPC 0) a D189 (DPC 10)

Dia Grupo' N2 Min. Max. Mediana Media DE
1 21 38,5 40,0 39,40 39,33 0,360
D179 (DPC 0) 2 20 38,6 40,0 39,00 39,07 0,380
3 12 38,8 39,7 39,30 39,27 0,257
1 21 38,7 40,4 39,40 39,46 0,370
D180 (DPC 1)
2 20 38,9 40,9 39,60 39,61 0,527
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Dia Grupo' N2 Min. Max. Mediana Media DE
3 12 38,8 39,5 39,00 39,09 0,227
1 21 39,0 41,0 39,80 39,82 0,473
D181 (DPC 2) 2 20 38,6 40,5 39,35 39,42 0,487
3 12 38,8 39,2 38,80 38,90 0,141
1 21 38,5 40,6 39,50 39,52 0,542
D182 (DPC 3) 2 20 39,0 41,1 40,05 39,86 0,588
3 12 38,7 39,4 39,00 39,05 0,254
1 21 38,9 40,8 39,50 39,52 0,411
D183 (DPC 4) 2 20 38,4 40,3 39,00 39,08 0,508
3 11 38,8 39,4 39,10 39,08 0,209
1 21 39,0 40,3 39,70 39,72 0,360
D184 (DPC 5) 2 20 38,7 39,7 39,10 39,15 0,302
3 12 38,8 39,5 39,10 39,10 0,191
1 21 39,1 40,5 39,60 39,66 0,376
D185 (DPC 6) 2 20 38,9 40,9 39,25 39,48 0,546
3 12 38,4 39,4 38,85 38,88 0,313
1 21 38,1 40,4 39,20 39,22 0,413
D186 (DPC 7) 2 20 38,6 40,4 39,35 39,39 0,479
3 12 38,5 39,6 38,90 38,98 0,328
1 21 38,8 39,9 39,20 39,23 0,290
D187 (DPC 8) 2 20 38,8 40,8 39,45 39,58 0,573
3 12 38,5 39,5 38,85 38,93 0,296
1 21 38,8 39,9 39,10 39,17 0,288
D188 (DPC 9) 2 20 38,3 40,5 39,00 39,20 0,598
3 12 38,4 39,1 38,85 38,85 0,173
1 21 38,7 39,7 39,00 39,06 0,256
D189 (DPC 10) 2 20 39,0 40,8 39,50 39,51 0,408
3 12 38,6 39,3 39,05 39,00 0,226

" Grupo 1 = vacuna MLV contra el 94881 del PRRS; Grupo 2 = grupo de control de exposicion; Grupo 3 = grupo de
control negativo. 2 Un cerdo de MLV contra el PRRSV 94881 y dos cerdos del control de exposicién murieron antes

de la exposicién y no se incluyeron en el analisis

Las temperaturas rectales medias por minimos cuadrados fueron significativamente mayores para cerdos vacunados
con MLV contra el PRRSV 94881 en comparacién con los controles de exposicion en DPC 0 (p=0,0281), DPC 2
(p=0,0095), DPC 4 (p=0,0034) y DPC 5 (p<0,0001). Las temperaturas rectales medias por minimos cuadrados
fueron significativamente inferiores para cerdos vacunados con MLV contra el PRRSV 94881 en comparaciéon con
los controles de exposicion en DPC 8 (p=0,0183) y en DPC 10 (p=0,0001). No se detectaron diferencias
significativas entre grupos para los restantes dias después de la exposicion (p=0,0642). Un resumen de la media por

LS por grupo y el andlisis estadistico de la temperatura rectal se muestra a continuacién en la Tabla 8.25.

Tabla 8.25 Resumen de la temperatura rectal media por LS por grupo (°C) D179 (DPC 0) a D189 (DPC 10)

Dia Grupo' Media por LS Intervalo de confianza de 95% Valor de p

D179 1 39,33 39,170 39,496

(DPC 0) 2 39,07 38,903 39,237 0,0281
Dif. 1-2 0,26 0,030 0,497
D180 1 39,46 39,257 39,657

(DPC 1) 2 39,61 39,400 39,810 0,3025
Dif. 1-2 -0,15 -0,434 0,138
1 39,82 39,612 40,036

D181 0,0095
(DPC 2) 2 39,42 39,198 39,632
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Dia Grupo' Media por LS Intervalo de confianza de 95% Valor de p
Dif. 1-2 0,41 0,105 0,712
D182 1 39,52 39,274 39,773
(DPC 3) 2 39,86 39,604 40,116 0,0642
Dif. 1-2 -0,34 -0,693 0,021
D183 1 39,52 39,320 39,727
(DPC 4) 2 39,08 38,867 39,283 0,0034
Dif. 1-2 0,45 0,158 0,740
D184 1 39,72 39,572 39,866
<
(DPC 5) 2 39,15 38,999 39,301 0,0001
Dif. 1-2 0,57 0,359 0,779
D185 1 39,66 39,457 39,869
(DPC 6) 2 39,48 39,269 39,691 0,2164
Dif. 1-2 0,18 -0,112 0,478
D186 1 39,22 39,027 39,421
(DPC 7) 2 39,39 39,188 39,592 0,2408
Dif. 1-2 -0,17 -0,448 0,116
D187 1 39,23 39,034 39,432
(DPC 8) 2 39,58 39,376 39,784 0,0183
Dif. 1-2 -0,35 -0,631 -0,062
D188 1 39,17 38,966 39,377
(DPC 9) 2 39,20 38,989 39,411 0,8454
Dif. 1-2 -0,03 -0,323 0,266
39,06 38,908 39,207
D189 2 39,51 39,352 39,658 0,0001
(DPC 10) ’ ’ ’ ’
Dif. 1-2 -0,45 -0,662 -0,234

" Grupo 1 = vacuna MLV contra el 94881 del PRRS; Grupo 2 = grupo de control de exposicion; Grupo 3 = grupo de
control negativo

Tres de 21 (14%) cerdos vacunados con MLV contra el PRRSV 94881 y 5 de 20 (25%) controles de exposicion
tuvieron una temperatura rectal = 40,5°C durante al menos un dia después de la exposicion. No se detecté diferencia
entre grupos para la proporcion de cerdos que presentd a temperatura rectal = 40,5°C durante al menos un dia
después de la exposicion (p=0,4537). Un resumen de la proporcién por grupo de cerdos con fiebre (= 40,5°C)
durante al menos un dia después de la exposicidon se muestra a continuacion en la Tabla 8.26.

Tabla 8.26 Resumen de la proporcién por grupo de fiebre (= 40,5°C) durante al menos un dia después de la
exposicion

Dia Grupo' N° de % de positivos IC de 95% Namero total? | Valor de p
positivos
D180 (DPC 1 3 14 3,0 36,3 21 0,4537
1)a D189 2 5 25 87 | 49,1 20
(BPC10) 3 0 0 0,0 26,5 12 NI

" Grupo 1 = vacuna MLV contra el 94881 del PRRS; Grupo 2 = grupo de control de exposicion; Grupo 3 = grupo de
control negativo. 2 Un cerdo de MLV contra el PRRSV 94881 y dos cerdos del control de exposicién murieron antes
de la exposicion y no se incluyeron en el andlisis. NI = no incluido en el analisis estadistico

Evaluacién clinica después de la vacunacion

Cuatro de 22 (18%) cerdos de MLV contra el 94881 del PRRS, 8 de 22 (36%) cerdos del control de exposicion y 2
de 12 (17%) cerdos del control negativo presentaron una evaluacion clinica anormal durante al menos un dia de D1
a D21. No hubo diferencia significativa entre grupos para este parametro (p=0,3102).

Un resumen del porcentaje por grupo de cerdos con al menos un evaluacion clinica anormal de D1 a D21 se
muestra a continuacion en la Tabla 8.27.
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Tabla 8.27 Resumen del porcentaje por grupo de cerdos con al menos una evaluacion clinica anormal de D1-D21

Grupo' N° de positivos | % de positivos IC de 95% Numero total Valor de p
1 4 18 5,2 40,3 22
0,3102
2 8 36 17,2 59,3 22
3 2 17 2,1 48,4 12 NI

" Grupo 1 = vacuna MLV contra el 94881 del PRRS; Grupo 2 = grupo de control de exposicion; Grupo 3 = grupo de
control negativo. NI = no incluido en el andlisis estadistico

En conjunto, 7 cerdos de MLV contra el PRRSV 94881 presentaron una evaluacion clinica anormal durante al menos
un dia entre D1y D177:

El cerdo 121 presentd hinchazén de la barriga de D61 a D146, una vaina hinchada de D147 a D167, hinchazon de la
barriga en D168, una vaina hinchada de D169-172 e hinchazén de la barriga de 173 a 177. El cerdo 141 estuvo
delgado de D4-D10, estuvo deprimido de D4-D6 y con recubrimiento de pelo despeinado en D5. El cerdo 144
presentoé tos en D26. El cerdo 146 presentd hinchazén en el esternon en D82. El cerdo 147 tuvo debilidad en las
patas de D84-D86 y tuvo sacudidas en D84. El cerdo 154 estuvo delgado de D4-D6. El cerdo 179 estuvo delgado de
D2-D5, presento recubrimiento de pelo despeinado en D5 y se encontré muerto en D6. Trece cerdos en el grupo de
control de exposicion presentaron una evaluacion clinica anormal durante al menos un dia de D1 a D177: el cerdo
124 present6é sacudidas y temblores en D20 y se encontr6 muerto en D21. El cerdo 134 presentd una vaina
hinchada de D46-D68, hinchazon de la barriga de D69-D143, una hernia umbilical en D144 e hinchazén de la barriga
de D145 a D177. El cerdo 137 presentd una vaina hinchada de D108-D143. El cerdo 138 presentd una vaina
hinchada de D115-D143. El cerdo 148 presenté cojera o una pata hinchada de D16-20 y tos en D35. El cerdo 149
estuvo delgado de D5-D9 y en D12 y presentd recubrimiento de pelo despeinado de D12-D15. El cerdo 150 estuvo
delgado de D4-D9 y en D13, presenté mala condicion corporal de D10-D12 y estuvo deprimido en D11. El cerdo 161
estuvo delgado de D4-D9, presentd recubrimiento de pelo despeinado y signos del sistema nervioso central en D9 y
se encontré muerto en D10. El cerdo 167 present6 una vaina hinchada de D117-D143. El cerdo 170 estuvo delgado
de D4-D7 y present6é depresion en D7. El cerdo 172 presentdé una llaga o una garra hinchada de D120-D143. El
cerdo 177 present6 depresion en D19 e hinchazon en el cuello de D156-D159. El cerdo 178 presentd depresion en
D5, de D17-20 y de D28-D36, estuvo cojo y/o pata hinchada de D15-D47, estuvo delgado de D16-D18 y tuvo
entumecimiento de las patas de D39-D47. Seis cerdos en el control negativo presentaron una evaluacion clinica
anormal durante al menos un dia de D1 a D177. El cerdo 120 presento tos de D5-7 y en D12. El cerdo 126 estuvo
delgado de D2-18, presentd depresion de D4-D5, en D10 y de D17-D19, recubrimiento de pelo despeinado en D5 y
respiracion fatigosa de D18-D22. El cerdo 132 present6é un absceso de D49-D56. El cerdo 145 presenté una vaina
hinchada de D37-D43 y de D46 a D74, y una llaga en la vaina de D75-D83 y de D85 a D87. El cerdo 151 presento
cojera y/o una pata hinchada de D78-D83 y en D85. El cerdo 155 presenté un absceso en D69-D77.

Se produjeron tres mortalidades antes de la exposicion. Cerdo 179 (MLV contra el 94881 del PRRS, D6): la autopsia
reveld lesiones minimas (delgado, mala condicidon corporal). Las pruebas de laboratorio mostraron una leve
neumonia intersticial macrofagica. La inmunohistoquimica fue negativa para PRRS. Las muestras intestinales se
autolisaron, pero no mostraron pruebas de necrosis grave o inflamacién grave. Se aislaron sin complicaciones
Escherichia coli y Enterococcus spp (Seccion 15.9). Cerdo 124 (control de exposicién, D21): no se identificaron
lesiones macroscopicas en la autopsia. Las pruebas de laboratorio revelaron meningoencefalitis supurativa a
piogranulomatosa grave con perivasculitis supurativa. También fue evidente la marcada congestién pulmonar y
hepatica. El diagndstico fue meningoencefalitis asociada a Strepfococcus suis. Cerdo 161 (control de exposicion,
D10): la autopsia reveld lesiones minimas (delgado, mala condicion corporal). De tejidos de pulmoén se aislaron
Bordetella bronchiseptica, Streptococcus alfa hemolitico y Staphylococcus auricularis.

Serologia del PRRS

Todos los cerdos fueron negativos por ELISA para PRRS en DO y D7. En D14, 90% de los cerdos vacunados con
MLV contra el PRRSV 94881 tuvieron titulos de ELISA positivos para PRRS. Este niumero aumenté al 95% en D21y
fue 100%, 100%, 100%, 90%, 100% y 95% en D28, D56, D84, D112, D140 y D168, respectivamente. Ninguno de los
cerdos del control de exposicion desarrollé titulos de anticuerpos del PRRS durante la fase de vacunacion de este
estudio, y de D14 a D168, un porcentaje significativamente mayor de cerdos vacunados con MLV contra el PRRSV
94881 tuvieron titulos de anticuerpos del PRRS positivos en comparaciéon con los controles de exposicion
(p<0,0001).

Durante la fase de exposicion del estudio, los porcentajes de cerdos vacunados con MLV contra el PRRSV 94881
con titulos de ELISA positivos para PRRS fueron 95%, 95%, 100% y 100% en DPC 0, DPC 3, DPC 7 y DPC10,
respectivamente. A diferencia, los cerdos del control de exposicién no desarrollaron titulos de anticuerpos del PRRS
hasta DPC 7, cuando 30% tuvo titulos. Este aumentd al 80% en DPC 10. Los cerdos vacunados con MLV contra el
PRRSV 94881 tuvieron mayores porcentajes de animales con titulos de anticuerpos del PRRS positivos durante la
fase de exposicion del estudio (p<0,0478).

Los cerdos en el grupo de control negativo fueron seronegativos por ELISA para PRRS durante el estudio, con la
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excepcion de dos cerdos en D112. Los nimeros 116 y 120 fueron seropositivos por ELISA para PRRS en D112.

Un resumen de porcentajes por grupo de cerdos con titulos de anticuerpos del PRRS positivos antes de la
exposicion se muestra a continuacion en la Tabla 8.28. Los datos de la porcion de exposicion del estudio se
muestran a continuacion en la Tabla 8.29.

Tabla 8.27 Resumen de la frecuencia por grupo de cerdos con titulo de anticuerpos del PRRS positivos por dia, Dias

0-168
Dia Grupo' |N° de positivos | % de positivos IC de 95% Numero total| Valor de p
1 0 0 0,0 15,4 22
NA
0 2 0 0 0,0 15,4 22
3 0 0 0,0 26,5 12 NI
1 0 0 0,0 16,1 21
NA
7 2 0 0 0,0 15,4 22
3 0 0 0,0 26,5 12 NI
1 19 90 69,6 98,8 21
<0,0001
14 2 0 0 0,0 16,1 21
3 0 0 0,0 26,5 12 NI
1 20 95 76,2 99,9 21
<0,0001
21 2 0 0 0,0 16,8 20
3 0 0 0,0 26,5 12 NI
1 21 100 83,9 100,0 21
<0,0001
28 2 0 0 0,0 16,8 20
3 0 0 0,0 26,5 12 NI
1 21 100 83,9 100,0 21
<0,0001
56 2 0 0 0,0 16,8 20
3 0 0 0,0 26,5 12 NI
1 21 100 83,9 100,0 21
<0,0001
84 2 0 0 0,0 16,8 20
3 0 0,0 26,5 12 NI
1 19 90 69,6 98,8 21
<0,0001
112 2 0 0 0,0 16,8 20
3 17 2,1 48,4 12 NI
1 21 100 83,9 100,0 21
<0,0001
140 2 0 0 0,0 16,8 20
3 0 0 0,0 26,5 12 NI
1 20 95 76,2 99,9 21
168 <0,0001
2 0 0 0,0 16,8 20
3 0 0 0,0 26,5 12 NI

" Grupo 1 = vacuna MLV contra el 94881 del PRRS; Grupo 2 = grupo de control de exposicion; Grupo 3 = grupo de
control negativo. NI = no incluido en el analisis estadistico. NA = no aplicable, no expuesto

Tabla 8.29 Resumen de frecuencia por grupo de cerdos con titulo de anticuerpos del PRRS positivos por dia, DPC 0

a DPC 10
Dia Grupo' | N° de positivos | % de positivos IC de 95% Numero total| Valor de p
1 20 95 76,2 99,9 21
<0,0001
D179 (DPC 0) 2 0 0 0,0 16,8 20
3 0,0 26,5 12 NI
1 20 95 76,2 99,9 21
D182 (DPC 3) <0,0001
2 0 0 0,0 16,8 20
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Dia Grupo! |N° de positivos | % de positivos IC de 95% Numero total| Valor de p
3 0 0 0,0 26,5 12 NI
1 21 100 83,9 100,0 21
<0,0001
D186 (DPC 7) 2 30 11,9 54,3 20
3 0 0 0,0 26,5 12 NI
1 21 100 83,9 100,0 21
0,0478
D189 (DPC 10) 2 16 80 56,3 94,3 20
3 0 0 0,0 26,5 12 NI

" Grupo 1 = vacuna MLV contra el 94881 del PRRS; Grupo 2 = grupo de control de exposicion; Grupo 3 = grupo de
control negativo. NI = no incluido en el andlisis estadistico.

Discusiéon/Conclusion

Para lograr el objetivo del estudio, veintiddos (22) cerdos sanos, susceptibles y seronegativos para PRRS se
inocularon IM con 1 ml de MLV contra el PRRSV 94881 a aproximadamente 14 dias de edad. Treinta y cuatro (22
cerdos del grupo de control de exposicion y 12 cerdos del grupo de control negativo) cerdos susceptibles y
seronegativos para PRRS se inocularon IM con 1 ml de producto de control a aproximadamente 14 dias de edad.

Validacion del estudio y modelo de exposicion

Los cerdos en el grupo de control negativo siguieron siendo negativos para PRRSv (viremia; gqPCR) durante el
estudio. Dos cerdos (n° 116 y 120) en el grupo de control negativo tuvieron titulos positivos por ELISA en D112,
mientras que todos los otros resultados de ELISA para este grupo fueron negativos. Considerando que no se detectd
viremia en estos cerdos o en el grupo como conjunto; asimismo, todas las muestras de suero fueron negativas por
ELISA, los resultados para estos dos cerdos en D112 se consideraron falsos positivos posiblemente debido a un
error de laboratorio inasignable. Por tanto, éste fue un estudio valido. Sin guardar relacion con el establecimiento de
un estudio valido, el grupo de control negativo tuvo una mediana de la puntuacién de lesion pulmonar histolégica de
9,0 en D189 a diferencia de una mediana de la puntuacién de lesion macroscépica de 0,0%. Estos datos ponen de
relieve que los cerdos alojados bajo condiciones de cria de cerdos normales durante un periodo de tiempo
prolongado desarrollan lesiones pulmonares menores que son sin importancia y no estan relacionadas con
patégenos especificos.

Tras la inoculacién con la cepa aislada del PRRS europea 205817 mediante el método descrito anteriormente, el
grupo de control de exposicion presenté un ADWG medio de DPC 0 a DPC 9 de 0,2 kg/dia (un ADWG medio de 0,5
kg/dia para el grupo de control negativo), una mediana de la puntuacién de lesién pulmonar macroscépica de 13,8%
(0,0% para el grupo de control negativo), una mediana de la puntuacion de lesion pulmonar histolégica de 19,5 (9,0
para el grupo de control negativo) y un valor medio de 6,25 logio GE/ml para la deteccion de ARN del PRRSv en el
tejido de pulmén (mediana de 0,0 logio GE/ml para el grupo de control negativo). Estos resultados ponen de relieve
que la enfermedad clinica especifica para PRRS se indujo en el grupo de control de exposicion, validandose asi este
modelo de exposicién como una herramienta de laboratorio clinico adecuada para evaluar la eficacia de la vacuna
contra el PRRS y mas especificamente una duracion de26 semanas de inmunidad de MLV contra el 94881 del
PRRS.

Determinacion de la duracién de 26 semanas de la inmunidad de MLV contra el PRRSV 94881

La determinacion de la DOI para MLV contra el PRRSV 94881 de 26 semanas después de la vacunacién se baso en
el grupo de vacunas que presentaba una reduccion significativa (p<0,05) en lesiones pulmonares (macroscopicas o
histologicas) después de la exposicion en comparacion con el grupo de control de exposicion.

Las lesiones pulmonares macroscopicas e histologicas se seleccionaron como el parametro primario para la
determinacion de la DOI de 26 semanas debido a que este parametro proporciona las pruebas de eficacia mas
clinicamente relevantes y convincentes cuando se evallda una nueva vacuna dentro del modelo de exposicion
respiratoria del PRRS en cerdos. El desarrollo de lesiones pulmonares es uno de los distintivos de la enfermedad de
PRRS respiratoria en cerdos y puede considerarse la fuente para todas las posteriores manifestaciones de
caracteristicas de la enfermedad por el PRRSv secundarias tales como signos clinicos, fiebre, disminucion del
ADWG, etc.

El grupo de MLV contra el PRRSV 94881 presentd una reduccion significativa en la patologia pulmonar
macroscopica después de la exposicién, como se demuestra por una mediana de la puntuacién de lesién pulmonar
macroscopica de 0,1% en comparacion con el grupo de control de exposicion, que presentdé una mediana de la
puntuacion de lesion pulmonar macroscopica de 13,8% (p<0,0001). Ademas, el grupo de MLV contra el PRRSV
94881 present6 una reduccion significativa en las puntuaciones de lesién pulmonar histolégica, como se demuestra
por una mediana de la puntuacion de lesion pulmonar de histologia de 6,0 para el grupo de MLV contra el PRRSV
94881 en comparacion con una mediana de la puntuacion de lesion pulmonar de histologia de 19,5 para el grupo de
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control de exposicion (p<0,0001). Por tanto, la DOl de 26 semanas para MLV contra el PRRSV 94881 a la
dosificacion de 1 x 10*27 TCIDso se establecié basandose en el parametro primario de una reduccion significativa
para lesiones pulmonares después de la exposicion. Este resultado se logré con una dosis de vacuna ligeramente
menor que la dosis de inmunizacién minima elegida como diana de 1 x 10*5 TCIDso¢/ml. Un cerdo del control de
exposicion (n° 123) no pudo puntuarse para lesiones pulmonares macroscopicas debido a pleuritis y adhesiones
debido a infecciones bacterianas, pero se puntud para lesiones pulmonares histoldgicas. La omision de este cerdo
del grupo de control del analisis de la puntuacion de lesidon pulmonar macroscopica de la exposicion no afectd el
resultado de este estudio.

La viremia después de la exposicion se selecciond como el parametro secundario mas importante debido a que
representa el nivel de replicacion y persistencia virica que se produce dentro del animal huésped tras la exposicion.
Una reduccion significativa (p<0,05) en la viremia se corresponderia con una vacuna contra el PRRS que induce
inmunidad adecuada para limitar la patogénesis del PRRS dentro del huésped. 3, 7 y 10 dias después de la
exposicion, el grupo vacunado con MLV contra el PRRSV 94881 demostré una reduccion significativa en la viremia
(qPCR) en comparacion con el grupo de control de exposicion (p<0,0001). Para evaluar adicionalmente la viremia
después de la exposicion entre grupos se calculo la cantidad de carga virica durante una duracion especifica de
tiempo después de la exposicidn, como se representa como “area bajo la curva” o ABC. El grupo vacunado con MLV
contra el PRRSV 94881 tuvo una mediana del valor de ABC de DPC 0 a DPC 10 de 15,54 log1o GE/ml/dia; mientras
que el grupo de control de exposicion tuvo una mediana del valor de ABC de 44,77 logio GE/ml/dia (p<0,0001).
Ademas, el grupo vacunado con MLV contra el PRRSV 94881 tuvo una mediana del valor de ABC de DPC 3 a DPC
10 de 8,88 log1o GE/ml/dia; mientras que el grupo de control de exposicion tuvo una mediana del valor de ABC para
este periodo de 36,43 logio GE/ml/dia (p<0,0001). Si la viremia se examind en momentos de tiempo especificos
después de la exposicidon o durante el transcurso del periodo después de la exposicion, la MLV contra el PRRSV
94881 administrada 26 semanas antes de exposicion a una cepa europea heterdloga virulenta del PRRS redujo
significativamente (p<0,05) la viremia después de la inoculacién de la exposicion.

En asociacion con una reduccion de viremia del PRRS después de la exposicidon, una reduccion significativa
(p=<0,05) en la carga virica en el tejido de pulmén también seria de gran importancia desde el punto de vista de la
inmunidad de la vacuna contra el PRRS. Una reduccion de la carga virica en el tejido de pulmén puede asociarse a
estabilidad virica reducida, replicacion y persistencia dentro del huésped y puede conducir secundariamente a una
reduccion de la propagacion del PRRSv a otros cerdos. En este estudio, los tejidos de pulmén del grupo de MLV
contra el PRRSV 94881 tuvieron una mediana del resultado de qPCR de pulmén de 3,69 logio GE/ml 10 dias
después de la exposicion (DPC 10) mientras que el grupo de control de exposicion tuvo una mediana del resultado
de qPCR de pulmén de 6,25 log1o GE/mI. La diferencia entre el grupo de vacunas y el grupo de control de exposicion
fue significativa (p<0,0001), soportandose asi adicionalmente la duracién de la inmunidad de 26 semanas.

Una reduccion marcada en la gravedad y la frecuencia de signos clinicos después de la exposicion en cerdos
también soportaria la eficacia de la vacuna contra el PRRS vy el establecimiento de DOI de 26 semanas para MLV
contra el 94881 del PRRS. Soélo un cerdo presentd signos clinicos tras la exposicion: el cerdo 149 (control de
exposicién) tuvo una puntuacion respiratoria de “1” (respiracion jadeante/rapida) en D185. Ningun cerdo en el grupo
vacunado con MLV contra el PRRSV 94881 presento signos clinicos durante la fase después de la exposicion de
este estudio y no hubo diferencias estadisticas entre los grupos vacunados y de control de exposicion (p=0,4878 o
no se realizd la prueba). Los signos clinicos después de la exposicion no fueron suficientemente fuertes en este
estudio para evaluar la DOI.

La fiebre entre grupos varié después de la exposicion. Los cerdos vacunados con MLV contra el PRRSV 94881
presentaron significativamente menores temperaturas rectales medias por LS en dos dias (DPC 8 y DPC 10;
(p=0,0183) y mayores temperaturas rectales medias por LS en cuatro dias (DPC 0, DPC 2, DPC 4 y DPC 5;
p<0,0281) en comparacion con los cerdos del control de exposicion. De otro modo, no se detectaron diferencias
significativas entre grupos después de la exposicion (p=0,0642). Aunque se detectaron diferencias estadisticas entre
grupos después de la exposicion, estas diferencias no fueron biolégicamente significativas, considerando que las
temperaturas rectales medias siguieron siendo < 39,9°C (grupo de control de exposicion, D182) para todos los
grupos. No se detecto diferencia entre grupos con respecto a la proporcion de cerdos con fiebre durante al menos un
dia después de la exposicion (p=0,4537).

La presencia de viremia significativa, patologia del pulmén y carga virica en tejidos de pulmén debido a PRRS en el
grupo de control de exposicion produjo una diferencia significativa (p<0,05) entre grupos para peso corporal en DPC
9. En este estudio, los grupos vacunados y de control de exposicién tuvieron pesos corporales medios por LS en
DPC 9 de 138,3 kg y 130,3 kg, respectivamente (p=0,0455). Los ADWG medios por LS de DPC 0 a DPC 9 fueron
0,4 kg/dia y 0,2 kg/dia para grupos vacunados y de exposicion, respectivamente. Este diferencia no fue
estadisticamente significativa (p=0,1041).

Parametros examinados después de la vacunacién en este estudio

Se encontraron muertos tres cerdos durante la fase de vacunacion de este estudio. El cerdo 179 (vacunado con
MLV contra el 94881 del PRRS) se encontr6 muerto en D6 asociado a infecciones por Escherichia coli y
Enterococcus spp. sin complicaciones. El cerdo 161 (grupo de control de exposicion) se encontré6 muerto en D10
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asociado a infecciones por Bordetella bronchiseptica, Streptococcus alfa hemolitico y Staphylococcus auricularis. El
cerdo 124 (grupo de control de exposicion) se encontré muerto en D21 asociado a una infeccion por Streptococcus
suis que condujo a meningoencefalitis. Para controlar y prevenir cualquier muerte mas, los cerdos se trataron en
masa con vitaminas y antibidticos inyectables. Tras los tratamientos no se produjeron mas muertes. Como las
muertes se produjeron en ambos grupos de tratamiento puede asumirse que el propio IVP no se asoci6 a las
infecciones. Mas probablemente, los cerdos llegaron a la instalacion de investigacion alojando estas infecciones. Los
datos para estos cerdos se incluyeron cuando estuvieron disponibles. Las puntuaciones de lesion pulmonar
macroscopica e histolégica de estos cerdos se omitieron de los andlisis de lesidon pulmonar ya que estos cerdos
murieron antes de la administracion de exposicion. La pérdida de un cerdo de MLV contra el PRRSV 94881 y dos
cerdos del control de exposicion durante el prolongado periodo de tiempo desde la vacunacion hasta la exposicion
no afectd el resultado del estudio.

No se observaron evaluaciones clinicas anormales relacionadas con la vacunacion con MLV contra el PRRSV 94881
o producto de control en cerdos tras la inoculaciéon en DO. Siete cerdos en el grupo vacunado con MLV contra el
PRRSV 94881 tuvieron evaluaciones anormales después de la vacunacién; mientras que trece cerdos del control de
exposiciéon tuvieron evaluaciones anormales. Excluyendo los tres cerdos que murieron debido a infecciones
bacterianas, estas evaluaciones anormales incluyeron delgadez, tos, hinchazones, recubrimiento de pelo
despeinado, depresion, abscesos y mala condicién corporal en diversos momentos de tiempo, ninguno de los cuales
duré un periodo de tiempo prologado. En opinién del autor, estos hallazgos no estuvieron relacionados con la
administracion de ningin producto experimental, sino que son hallazgos tipicos en cerdos en
crecimiento/maduracién bajo situaciones de alojamiento en grupo durante un periodo de tiempo prologado.

Todos los cerdos fueron negativos en serologia por ELISA para PRRS en DO, confirmandose asi que todos los
cerdos cumplieron los criterios de inclusion de ser seronegativos para PRRS tras la entrada en el estudio. La
mayoria de los cerdos (90%) que recibieron MLV contra el PRRSV 94881 se seroconvirtieron para PRRS en D14 y
todos los cerdos vacunados contra el PRRS fueron seropositivos en D28. En cambio, los cerdos del control de
exposicién siguieron siendo seronegativos hasta 7 dias después de la exposicion, cuando este grupo empezo a
demostrar seroconversion para PRRS. Como se ha contemplado anteriormente, dos cerdos del control negativo
fueron seropositivos por ELISA para PRRS en D112, que se considerd un hallazgo secundario, posiblemente debido
a un error de laboratorio inasignable. ¢

7, 14, 21 y 28 dias después de la vacunacion, el grupo vacunado con MLV contra el PRRSV 94881 presento las
medianas de resultados de qPCR de 3,00, 0, 0 y 3,00 logio GE/ml, respectivamente. Estos resultados ponen de
relieve que en el plazo de 4 semanas desde la vacunacion, una dosificacion de 1 x 104%” TCIDsp de MLV contra el
PRRSV 94881 indujo suficiente replicacion de la MLV que frecuentemente se requiere para construir la inmunidad
protectora ya a las 4 semanas después de la vacunaciéon. En cambio, el grupo de control de exposicion fue negativo
para viremia del PRRS hasta tres dias después de la exposicion.

Conclusién

Una reduccion significativa (p<0,05) de lesiones pulmonares macroscépicas e histoldgicas en la autopsia, la carga
virica en tejidos de pulmoén en la autopsia y la viremia después de la exposicion para el grupo de MLV contra el
PRRSV 94881 en comparacion con el grupo de control de exposicion demostrd la eficacia de la vacuna contra el
PRRSv virulento cuando se vacund a las 2 semanas de edad y se expuso a las 26 semanas después de la
vacunacion. Por tanto, los resultados de este estudio soportan la demostracién de la duracion de la inmunidad de 26
semanas después de la vacunaciéon con MLV contra el 94881 del PRRS. Estos resultados se alcanzaron con una
dosis de vacuna de 1 x 10*?” TCIDso/ml, que fue ligeramente menor que la dosis de inmunizacion minima (1 x 10*°
TC|D5o/m|).

Las secuencias de la cepa atenuada y la cepa parental PRRSV 94881 son como las siguientes:

SEQ ID NO:1: SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS DE LONGITUD COMPLETA del virus de siembra maestro del
PRRS de 94881

1

61

121

181

241

301

361

421

TTTGTGTACC

CGACAAGTAC

GGACCTCCCG

TCTGGGATGT

CAAGTCTATT

ACGGACCTCG

CCCATTGGTA

TTTCCTTTAG

TTGGAGGCGT

CCTTCTCTCT

AGTATTTCCG

TCTCCCGGTG

GCACACGGTG

GTGCAGTTGG

TCCCCCAGGT

CGCGCATGAC

GGGTACAGCC

CGGGGCGAGC

GAGAGCACCT

CATGTGCACC

TCTCAGTGCA

CTTGTTTCAC

GGAATGTTCT

CTCCGGCAAT

CTGCCCCACC
GCGCCGCCTG
GCTTTACGGG
CCGGCTGCCC
CGGTCTCTTC
AAGCCTAAAG
CCATCTGGGT

CACAACTTCC

89

CTTTGGTCCC

CTGCTCCCTT

ATCTCCGCCC

GGGTATTTTG

TCTCTCCAGA

ACAAGCTCCA

GTTGCTGGCT

TTCAACGACT

TGTTCTAGCC

GCGGCGGGAA

TTTAACCATG

GAACGCCGGC

ACTTCAGGAC

TTGGAAAGTT

GTCAACCATT

CGTGAAGGTT
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541

601

661

721

781

841

901

961

1021

1081

1141

1201

1261

1321

1381

1441

1501

1561

1621

1681

1741

1801

1861

1921

1981

2041

2101

2161

2221

2281

2341

2401

2461

2521

2581

2641

GCTGATGTAT

TACGAGCGTG

GCGAACTCCA

TCCCCTTTGC

AGCATATACA

CGCATGATGT

CTAGAACACC

GCCGATTGGG

TGCGGCTACC

TTGAGCCAGT

CAAACCAAGT

CGTGCTGTGG

TGGATCAGGC

CTTCGCATTG

AAGTGGTATG

GACTCGGCTT

TCCCCACCTG

ATTAATAATG

TCTGATGGTG

AACCGCGCCT

GAGGTGAGGC

TCTGAAGGCT

GCCCTGGCGT

CTTGCCAATC

CCGGAGCAGT

TGCGGATCCA

AGCTCCAAAC

TCCGTGACTC

TGGGAAGAGC

TCTAAGGAAA

GTCCTTACCG

CCACTGGATT

CCGGACAATT

GCGAGGCCTG

TTTCTGGATT

TGGCCTGTAA

TTTGTGAAGC

TGTACCGTGA

GTTGCAATTG

TGCACGTGTC

CTCAACGGGC

GGTGGGAAAA

GGACTCCGGA

AGGTCAAGGT

AGCTCACTGA

TTGTTCGGGA

CAGCCGAAGT

GGGGTGTGCC

TCGACCCTGA

ACTTGACCCT

TGCCGAACAC

GTGCCGCCGG

CCACCCTCAA

CGGACGGGTC

ACTTCACGTC

ACCTTGCTCA

GCCCTAACGC

CTGGAATGGC

GTGTCGCGTC

CTGCTTATAG

CACCTCCCCA

CCGGCTTCTC

CAGAAGGGGA

AGGCCATGGC

TGAACGAGTG

CCAAAGACCC

CAGCCCCTGA

AGGAACTTAG

TGACTTGGCC

TGAGCTCTGG

CACCCCGTCT

TGCCTGACGT

GGGCTACCGC

CTCGAGGTGT
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CGGTTGCTTA

GTATCCGATT

CGACCAACCG

TTGTCGGCAG

ATTTGTAATT

ATCCGATGAC

CCTTGTTCGG

GTCCCCTGAT

CCCGGCTGTA

GCTCAGTCGC

TGGCAAGTAC

TGGTCCCATT

GAATGATGAT

AGAGCCTACC

CAAACGGGCC

GGTTGCCCGA

TTGTGGTTGG

CCCTCTGCCT

GGCCATTCAA

CAAATACCTC

TCCTCGCTCC

GCCTTACCCG

ACTGCCTTCA

GGAGTTCTGG

TAGTCTGTAT

ATTCATCTAT

CCTCCTTGCA

CTTCCCCACG

TGGCGCTGCT

AGAAGCTCAA

CGAGCAACAG

AACCTTAACC

CATTGGTGCC

TGTTGAGCGC

GCAGACCTCG

GTCTGACCCC

TTTCTCTGAT

ACCCCTAGAC
ACGGGGCCTG
TTCCCTGGTG
CCGTTCTGTC
TTTATGGATT
TCCACGGCTT
AGCTTTCCCG
AACGGTTTTT
TCCGAAGGCA
GAGGCGCATC
ATCCAGCGCA
CACGTTGAAG
GTCACCCCGG
ACACACCGGA
CGTGGCAAGC
CCGACTTCCA
CATGCCCTTG
CGGTACAACA
TGTTTGCAAC
ATAAAACTCA
CTCTCTCGTG
GAGGACGGGT
GACTGTGTTT
ACTCTTGACA
AAATTGTTGT
ACTGTTGAGA
AAAATTAAGG
GATGTTCCAG
GTTGTCCTAT
GCGAGAAACC
GTGCAGGTGG
GCTACGGCGA
CAGCCCGCTA
TGTGGCACGG
GACCAGCCTT
GGTTGGATCC

GGCGAGTCGG

90

ACCTCCGTGA

TGCCTGGGAT

CCACTCATGT

CGTTCGAAGA

CCTCCTCCGA

TGGAAGTTCT

CCCATCACCT

CCTTCAGCAC

AGTGTTGGCT

TGGCTACCGC

GACTTCAAGT

CATTGTCTTG

GATTCGTTCG

TCTTTCGTTT

GTGCCGCCAA

CCAGTGGAAT

CCGCCATACT

GGCCGGAGGA

TACCTGCCGC

ACGGAGTTCA

AGTGCGTTGT

TGCCTAAACG

GTGATGGTAT

AAATGTTGAC

TAGAGATCTT

GGATGTTGAA

TCCCATCCTC

TCAACTCTGA

GTCCATCGGA

GTAAGGTCCT

TTGAGGGTGA

CCCCTGTTAG

CCGTTCAAGA

AGTCGAACGG

TAGACCTGTC

ACGGTAGGCG

CCCTTCAGTT

ACTCCAAGTT

GGCTGTGTAC

GTTAACAAAT

GGCCCATTCT

CGGTCGATCT

GCCGCCCGAG

TGTCGACCTT

GTCACATCCT

TTCCTGCTTT

CTATGGTTAC

TCACGGTCTC

CCCCCAGTCT

CCTAATGTCT

TGGAGTGCAC

AAGTGAGAAA

CGTCACCTAC

GAACCGGATG

CGATTGGGCT

CATAGCTCGG

TTGGGAGGTA

TGGCGTCTGC

TGCACTTGAG

TATTGACTTC

TTCCCCGTCA

GCCGCAGAAA

GGATTGTCCG

AAAGGCCCCA

GTTAATATCT

TGCAAAAGAA

TCACCCTGTG

TCAGGATATG

AGGGCCGGTA

ACTCATTCTG

CAGCAGTTCA

CCTGGCCGCG

TGAGCCTGTC

CGGAGAGCTT
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2701

2761

2821

2881

2941

3001

3061

3121

3181

3241

3301

3361

3421

3481

3541

3601

3661

3721

3781

3841

3901

3961

4021

4081

4141

4201

42061

4321

4381

4441

4501

4561

4621

4681

4741

4801

4861

TCCGAAGCCA

ATCGATTTGA

TTCAGGCGCC

GTTCATGCAA

AGTCGTGCGA

AAAACTTGGC

CTCCCTGACA

AGTGCCGGCC

ACAAAACCGG

GGAGATGCCA

GTGGGTGGAG

CAGCGCCTTA

CTTTTCTCGC

CTTGCTCTCC

TTTTCTGGTT

GTATTTTTAT

GAGTGTCATG

CTTGTGGTCG

CGTTGTCTCT

ATTTATGTGG

CCTGCAGAAG

TCCTTGTGTG

TGGCGCGGGT

TATGCCAACT

CCTAGTCAGG

CCTACGCCCG

GTCCCAGTCA

CGCTGCGGTT

CAGACCCCCC

GCCGTGGCCC

TCACCTCAAG

CCTACTTATG

ACCCTGCCAT

TTGGTGCTTG

ATGGTCTTTT

TTTCCTATGC

TTTTTGGTGT

GTTCTGTCGT

CAACTTCGAA

CGCGTTTCTC

AGATAAAGAG

CCCCAGCCAC

GCTGCACCTC

TGATTCAAGA

TGAAGCAACT

TTGGACCGGT

TCTCCGCTGA

GTTGGAAAAG

CGACATGGGT

CACGGGGCTC

TGCTCTGCCG

CTGTGCGGTG

TCTCGACTCC

CTGAGCTTTT

GGCCATCGGG

GGTTTGTTCT

TGTCCCAAGG

TGGCCCTTAA

ATCGGTTCCA

GCTGGTGTGG

TGGATGAAAA

CCATTAAATG

AGGTCGTCCG

ACCCAGACTG

ATTCGACAGC

TCAGGAACTC

AGGTATCTGT

TGTGTGGTCG

GCCCCGGAGT

TGTTCTCAGC

CCTCCTTGGG

TGGCGTTTTG

TCTTGAGGTG

TTTGCCTACC
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CGATGACCGG

CGAGACGCTC

CGCGCAAGCT

TCGGGTATAT

CAAGAAGTGG

GCAGTTCCAA

CACACCGCCT

GGTGGCGCAG

GCTTGACCAG

CAAGCCACCC

TTTTATGCTC

TTTTGAGGTT

TATGGCTCCA

TTCTTACCCA

TGTTCGTTTG

ACCCGACCCA

GGCTCTTGAG

CCTCTTATGC

CCTACGTATA

GCGTTGTCAC

TGTGTTTCCT

AGCGCCAAAA

TGAGAGCCCT

GAAGATATCC

CCTGAAAGTT

TGTGTCTGAG

CAGGGTTGTG

ACAACTGGTC

TGTCCCCACC

GTGGACTCTT

AGGGACCTCT

TGTGTGTTCC

CGTTGCCCAT

CGCTTTAGCC

TGCTTACGCC

GGTAACCCTT

AGCTGCCGGC

ACAAAAGAAG
TCTGGGTCTG
TTAATCGACC
GAACAATGCC
CTCGACAAAA
GCTGGTCACA
CCTGTTCCCA
TGGGATAGGA
GCCGTCCCTC
CATTCGCAAA
TCCGGCACCC
CTCTCCCATC
GGTGATTGGC
ATACTCGGAT
GGTGTTTTTG
GTCGGTTCTT
CAGCGCCAAC
GTCATTCTTG
TGCATGCTCG
AAGTGTTGGG
TTTTCGCGCG
GGAGTTGACC
ATTCATCAAT
GCCCAGACGG
TTGCAGGCAG
ATTCCCTTCT
GTAGATTCGG
CTTGGTCGGG
AAAACAACTG
GTTCATTTCA
GACCCGTGGT
TCTCGACTCT
CTTTCCGGTA
CACCGCTTGG
TGGCCCATGA
CATCCTCTCA

GTTCTCTCGC

91

CTCCGGTGGT

ACCCCTTTGA

GAGGTGGTCC

TTCAAGCTTG

TGTGGGACAG

TTCTTGAGTC

GGAAGAACCG

AATCGAGTGT

TGCCTATGGA

ACCCTTCTAG

GTTTCGCGGG

TCCCAGCTTT

TGTTTGCAGG

GCCTTCCCTT

GTTCTTGGAT

CTTGTGACCA

TTTGGGAACC

GCAAGTTACT

CAGATTTGGC

GAAAGTGTAT

CCACCCGCTC

CCGTGCACTT

CACACCAAAA

TGATTGCTGT

GAGGGGCTAT

CGGCCCCATT

ACACTTTTGT

GCAACTTTGC

GTGGGGCCTC

TCCTCGGCCT

GTTCGAACCC

GCGTGTCTGC

GAGAGGTGGG

CTCTTAAGGC

GCTCCTGGTT

CTATGCTTTG

TGGGAATAAC

TGACGCCCCC

ATTCGCCAAA

GCTTGCCGAT

TGAACCTGGT

GGTGGACATG

CCTCAAATTC

AGCTGGTGAC

GACACCCccCC

CATCCAGCAA

TCAAGTAGAT

GTCCGTTAGT

TATGCTCACA

TGCTGTTCTA

ATTGGGTGTC

GGCTTTTGCT

CGATTCGCCG

TGTGCGCAGC

CGGTGGGTCA

AATTTCTCTT

AAGGACGGCT

ATCTCTTGTG

GGCGACAGGC

ACCGATAGCT

CCCGTATGAT

TGTGGACCAG

TTTTCCGAAG

GGCTGCGGTC

CAAGCTAAAT

ATACACCCTT

TTGGTTAACG

TTTTTCGTAT

CGACGGAGTT

GATTTTTATT

AGACATGTCA

AATTTGCTTC

GGTGCACTCA

CGGTCTTCTT
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4921

4981

5041

5101

5161

5221

5281

5341

5401

5461

5521

5581

5641

5701

5761

5821

5881

5941

6001

6061

6121

6181

6241

6301

6361

6421

6481

6541

6601

6661

6721

6781

6841

6901

6961

7021

7081

TGGGCAGTTG

TATACCTCCG

GCGGCCGTTC

GGATCCCTTC

GTAGGCTCTT

ACTGCCACCC

ATGCACACGT

GTTGCCCCTA

ACCGGAGTCG

GACTCAGGGT

AACAAACTCG

ACTAGGCTCT

AAGTTGAGCC

CTTGCTTCTG

TTCCTTCTCT

TTGCTGAATG

GTACTTGCAT

GCTCTCAACC

GCCACAGAAA

TACTGCTTCC

GGGCTCCATG

CTGGTTGGTG

CTTAGGAAAG

GCTTGCAAGT

TTTGTGTCCG

AGAGCTCTGC

GCCAAGCTCG

GTTCTGCTTG

AAAACTGTGT

GTCGTGTCCA

CTTTTTGAAA

AAAAAACACT

TGGGACAAGT

GCTTTTCAGG

CCCCAACAGG

ATTACGTATA

TGCCTTGAAG

GCCGTTTCAC

GACCACGTGG

GGAGAGCCGC

TTGAAGGTGC

CCCTTGGTTC

ATGTGTTGAA

TCAATACTAA

TGGTTAAGAT

AACCTGGCAT

CACCTGTCAT

GTTCTGGTCT

CTGACCTTTC

CAGCCATCAT

TCCCCGTGAT

GGCGCATGAT

AAATTCTCCC

GGGCCACCCC

GCAACAGGTT

TCGGGACTTT

TGCCCAGGTT

CCCTCGGCGT

ATGGGAGTTT

GCGTGTCGCA

TGTCGCAAGC

CTTCAAACAT

GTCAGGAGCT

AGGCTTTCGC

GGCAACACCC

CTGTGCAAGA

ACACGCCCGT

ATGGCCCGCG

GTGTATCCCT

CTAACGGCGA

ACAGGTCAAC

GATTCGATCC

ACAGGCATCT

CTGCCAGACT
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CCAGGTTGCC

TGCAGCTGCT

TTTGACTGGA

TTTCAGAACT

TGGAGGAGTT

TGGTAACACA

TGGTGATTAT

CGCTAAGGGG

CATGGGGGAA

TTCAGAAGCT

TGTGACAACC

TAGACATTTT

CCCTGATGTG

GGAAGGTGGC

GGGCCATGCC

AGCAGTCTTG

CTGGTCGGCA

GTCCCTGGCG

TGCTGGTGGA

CCTTGCTGTG

AATTTTGTGG

CTCAAGCGCT

GTCCTGTGGC

TGACCTTGAT

GAAAAATGCA

GGCCTCCTTG

TGAGACGGCC

CCATGGATCC

AACACGATGC

GGATACCTTG

CCATCGCAGC

CGGCTTCCAC

CACCTTTTAC

CGACTATAGA

AAAGTCCGAA

GGTCAAAGGT

GTCCCTTGAG

GGAATTATCA
GTAGCAACGG
CGGACTTTGA
CAAAAGCCCT
TTCACCATTG
GCCAGGGTCA
GCCTGGTCCC
TATCGCGGTC
GGATTCGCCT
GGTGACCTTA
CCTGAAGGGG
GCAGGTCCAA
ACAACTATTC
CTCTCAACTG
TGGACACCCA
GTCCGAGCTG
CAAGTGTTGA
TTCTACGCAT
TGGCCTGAAC
ACTAGTTATG
TTATTCAAAT
TTCTTCCTAC
ATGAATAACG
TTTTTGTCCA
GCTGGCCAAT
GTTCAGGTTG
ACTCCGTCAC
ATCCTCGACA
CTGGGTGGTT
ACCGGTATCC
GAGGACGACG
AAAATCAATG
ACGGATGATT
GACAGGGATT
GCCCCTGTTG
AAGGAGGTCC

CAAGCTCTTG

92

CACCTTATGA

CTCCAGAAGG

TCTTCACACC

GCCTTAACAC

ATGGCAGAAG

CTGGTGATTC

ATGCTGATGA

GTGCCTACTG

TCTGTTTCAC

TTGGAGTCCA

AGACCTGCTC

GCGTCCCTCT

CGAGTGACTT

TCCAGCTTTT

TTGTTGCCGT

TGTTCTCTTT

TGATTAGACT

TCGGAGGTGT

TGTCCCAAGC

TCCCCACCAT

ACCGATGCCT

GGTATTTTGC

AATCCCTGAC

GTTTAACGAA

ACATCGAGGC

ACAAGATGAA

TTGACACAGG

TTAATGTGGG

CCAAATTCAG

CACTTCAGAC

ACCTCAAAGT

GTAAAGTTTA

CCCGATACAC

ATGAAGGTGT

GCACTGTTGT

TAGTTCCCAA

CTGGGATGGG

CATCCACCAG

TACTTACATG

ATCTGCAGTC

CGTGAATGTC

AGTCATCGTC

CTACAACCGC

CTGGCAAGGC

GCAAACGTCA

TAACTGTGGC

TACCGGTTCA

CATCAAGGAA

TGGGGACATT

GGCATCGCTC

GTGCGTCTTT

AGGCTTCTTT

TGCACTCTTT

CCTCACGGCG

CGTTGGCCTG

CCTCTCGACA

CATCATCGGT

CCACAACATG

TGAGGGTAAT

AGCTGCTTTG

CTTCAAGTGC

GGCGTATGCT

AGGAGTATTG

GGACGTGATT

GGGTGAAAGG

TGTCTGCACT

GCCAACCCCA

TGAGAGAATG

CTGCAAAATT

TCAAGACCAT

ACAGACCGCC

AATCGGTGGC

ACCTGACAAC

CCAAACTTGT
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7141

7201

7261

7321

7381

7441

7501

7561

7621

7681

7741

7801

7861

7921

7981

8041

8101

8le6l

8221

8281

8341

8401

8461

8521

8581

8641

8701

8761

8821

8881

8941

9001

9061

9121

9181

9241

9301

GACCTTACAG

ACCACTGAAC

GCCTAGTTGT

TAGGCTCTTT

GGCACGCTGT

CCCTTGTTGA

ATGGGGCCGG

AGGTAGAACT

CCCCTAACCT

AAGGTCGCCT

AGTCCGCAAT

AATCCACGCT

ATAGTGTCAT

GCACTTCCAA

TCTTGCCTGG

CACCACTGTT

AGAGGTTCCC

CCGTCAAGGA

AACCTAAAAC

CACTCAGTGG

GGAAAAACAA

TGGCTTCCTG

ATGAACTTGC

TTGTGGCAAC

TCACCAGTGT

CGGCCTTGAA

AGGACCTTCT

AAAGACCCAC

TTAAAACGGA

TTGAAGCAGG

ATATGAAGGC

CGTGTGCTTG

GGTGTGCTCG

AGAAGCTGAA

AAGCCGACTA

AACACTGCCC

GTCAGTCACC

CTACCGAAGT

AGGCTTTAAA

AACTGAAACG

AGACCTAAAA

CGTGGCGAAC

CGTTCTCCTC

GAATATGGGC

AGAGTTGTCC

CCAACTCCCC

TGTCAACACT

TCATGCGGCT

GGGTACCACT

GGAATACCTT

GGCTGCTGCA

GGTCCTACGC

CCTTCCATCA

AACAAAGGAT

AAATTGGCAG

TAGAACCATC

TGTCACCCAG

GTTTAAGGAA

CGATCGCAGC

AGGATGTGAA

GCAGGATGGC

GTCCAACACC

GATGGGTCAT

TGAAATCCAG

TTTTCCCAAC

CCCAAAGAAA

ACGGCAGTTA

GCAGAACGCC

CATTGACCAT

CCAGGACGGT

AAGTCATAAT

TGCGTCCGCC

AGTCACTCTG

TGTCGGGGCT

ES 2 692 809 T3

GGAGAAACTA

CTGCTAGCCG

GCGGTAAAAA

GTCACCTCCG

TTATGTTCCG

AAACCCGGAC

GTGAACGGTT

AAGCAAATAA

TACAAGCTTT

AGGTTTGGAG

TGTTGCCTGC

CTTCAACATG

GATTCACGCC

GAGGACCTCC

CTAGTGCGCA

ACCTACCCTG

GTCCAGAGCA

ACTGTGACAC

CTAGGTACCA

GCGTTCATGA

TTGCATTGCA

ACCcCcceeea

GAGTACTTGC

GCTTTCACAA

GTCTACTCAC

GAAATTGGTC

CCCATGTTAG

TACCATTGGT

ACTGTCATAA

GTCCCCAATC

TCAGAGTATT

GACCCCGAGT

TACCGTTTTC

GAAGGGAAGA

TGTGGACTTG

AGCTGTGGCC

GGCAAATCCC

AAGCGCATCA
CCAGCGGCTT
TCGTAAAATA
AGGTGGAGGT
GTGTCGTCTT
TTGACACAAC
CTATTTGGGA
TCCAAGCATG
ATCCTGTCAG
ATTTACCTTA
ATCCCAATGG
GTTTCGAGCT
CTGACACCCC
AAAAATATGA
GGTTCATCTT
CCAAGAACTC
TACCTGAAAT
CTTGCACCCT
ACAACTTCAT
AGAAGGCCTG
CTGTCGCCGG
TTGTGAGGTG
CTAGCTACGT
AACGCGGTGG
TGATAATTTA
TCAAGTTCCT
TGTATTCTGA
GGGTCGAGCA
CTGATAAACC
GCGACCGTAT
ATGCGTCCGC
GGTATGAGGA
CAGGCCCGGC
AATGCCGTCA
ATTTGTGTTT
ACCATGCCGG

CCCTTGACGC

93

TTAGTCAACT

GACCCGCTGT

CCACAGCAGA

GAAGAAATCA

GATGAGGCCT

ACCCGGCATT

TTTTGAAACT

TGAAGTCAGG

GGGGGACCCC

CAAAACTCCC

GGTCCTCGTG

TTATGTCCCC

TTTTATGTGT

CCTATCCACT

TAGCCATGTT

CATGGCAGGG

TGATGAAATG

CAAAAAACAG

AGCCTTGGCT

GAAGTCCCCA

CAGATGCCTT

GTTTGTTGCC

GCTCAACTGT

CCTGTCGTCC

CGCCCAGCAC

TGAGGAACAG

TGACCTCGTC

TCTTGACCTG

CAGTTTTCTC

TCTGGCTGCT

TGCCGCAATT

TCTTATCTGC

ATTTTTCATG

CTGCGGCATC

GTTCCATTCA

TTCAAAGGAA

TGTGCTGAAA

CCAAGGTCTG

GGCCGCGGCG

ACTTTCACCT

ACTGAGCAGG

CACCCACCGT

CAACCAGGGC

GCACCCACAA

CGCGGGGACG

GAGCGGCGTA

CAAGACACCA

TCTGATGGCA

ACTGTACCTT

ACTAAACATG

CAAGGGTTTG

GGTAAGGCGC

GTCAATGGCC

TGCGCCCGTG

TACTGTTCCA

CACAGGTCAG

ATTGCCTTGG

GAGGCTGACC

AACCTCCTGT

TGCCATGACC

GGGGACCCCG

ATGGTGCTTT

CTCAAATTTG

TTGTATGCGG

ATGTTGGGCT

GGCTGCAGAA

CTTGCATATC

CTGATGGATT

GGCATCGCCC

TCCATGTGGG

TGCGACGCCA

CACTTTCATC

TGTTCGCAGT

CAAATCCCGT
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9541

9601

9661

9721

9781

9841

9901

9961

10021

10081

10141

10201

10261

10321

10381

10441

10501

10561

10621

10681

10741

10801

10861

10921

10981

11041

11101

11161

11221

11281

11341

11401

11461

11521

ACAAACCTCC

GAAGATATCA

TTGATCTTTC

ACATGGTGAA

CCGGAAAAAC

CTCATCAGAC

GAGCCTCAGG

CCAGCGGACA

TAGACATTCT

TTCACCCGGT

TGACCACCAT

AGAAACTTGA

TTGGTCAGGT

CATCCCAGGG

ACAAATCCCG

CTCATGACCA

CGTTCAGCCG

CGAAGGCCCT

TCTTAGCCGC

ATAACCTGGG

TGGCGCCACA

TCGCTAGTAT

TGGTCGGGCC

ACATCGGGGG

CAGATTGTCG

CATTTATTGG

ACCTACCTAG

GGGCTGCTAA

TGCAACCGGA

TGATGGTCTG

TGCCCGATTA

GTATAGGGCC

TGGCAGTGAC

ACCTTGGGCC

AGAACACTGA

ACTATAATTG

ATACGTATCA

TCGTACCATT

GTCCCGTCGA

TGATGGAGAC

GGTGGCTTGC

CACCTGGCTA

AATGTTTGAC

ACTCCCTTTT

TGTCCCTGGC

AAGGCTGCTT

CGGCTTTGAT

TTATAGATTT

ATCCAAGGCC

CCTGACACCG

GGCGACCTTC

AGCACTTGTA

ACTCCAGGAG

TGGGGATGAG

AGAGACAGGT

TTGTTCGGCC

GTTTTACTTT

TTGGCCAGTG

GCGCCCAATT

ATCCATTTTT

CGAGCCTCAG

GGAATATCTC

CGATGTCAAA

GTCCCTGCCT

AGCCGTGTGC

GACGGCATCA

GAAAGGCGCC

TGCTAGGTTC

GGCAACAGCC

ACCGTATGAT

GCAGTGGAAG

AGATTGGGCA

GCATTGTGTA

TTTTGCCCTT

ES 2 692 809 T3

ATCATGAAGG

GGTCTTGTTG

TACCAAGTGG

AACGTACTAC

CTGAACCAAG

ATAGTCAGTG

CCACCACCTG

CGAGTGTCAT

TCCAAAACAC

TCCTATTGTT

GGCCCTAACA

AGGAACACCA

TACCACAAAG

GACATTGTGA

GCCATCACTC

TTTTTCAACT

CTGGTTGTTT

TCACCCCGAT

AGTCTAGAAG

TCCCCGGACA

GTCACCCACC

GATGCCCGCT

CTTGGCACTC

GCCCTGCCAG

GACGCGGCTG

GGCACTACGA

AAAGACTCTG

ACTCTCACCG

AAATGCTGGA

ACAGCCTATT

ATTCAGCTAC

AATCGCAAGG

TACGGTGCTC

ATTTTGGGGT

ATTCTCGCAC

CGAGAACGCC

GGCACTGAAC

TGGACAACAA
CAGTCAAAAG
TGCCTCTTTT
TCAGCAAGTT
TCCAGGACGA
CTCTTAAAGT
CCAGGTCCGG
ATCTCGATGA
CCCTTGTGTG
ATGTGTTCGA
TCTGTGCAGC
GAGTGGTTTT
ATCGTACCGG
CATTGCATCT
GGGCAAGACA
TAACCCCCGA
TGAATGTGGA
TTCGAGTATC
GGAGCTGCAT
GCCCAGCTTT
AGAATAATCG
ACAGCAAGCC
CTGGTGTGGT
AAACACTCGT
AGGAAGAGGC
TCGGGGGGTG
TTGCTGTGGT
ATGTGTACCT
AACTTAAACT
TCCAGTTGGA
CCAAGGATGC
TTGTGCGAAC
AGGTCATTTT
TGCAGCCTTT
GCCGTATGAA
CACACGCAAT

TGCAAGTAGA

94

AACAACGACC

AGGTATTGCA

GCCGACTTGC

TATAGTAGGG

TGATGTCATT

TTGCAGGTAT

GCCGTGGGTT

GGCAGGATAT

TTTGGGTGAC

TCAGATGCCT

CATCCAGCCT

CACCACCCGG

CTCTGCAATA

ACCATCGCCA

TGGGTTGTTC

GCGCACTGAT

TAATGCGGTC

GGACCCGAGG

GCCACTACCA

TGCACCCCTG

AGCGTGGCCT

AATGGTCGGT

GTCATACTAT

TTCAACAGGA

AGCGAGAGAA

TCACCACATT

TGGGGTGAGT

CCCCGAACTC

GGATTTCAGG

AGGGCTGACA

CGTTGTGTAC

CACAGACTGG

GACAACAGCC

CAGACGAACA

TGACGGCAAA

TTACGGGCGC

GCTGGGCAGA

CTTGACCCGG

GGTAATGAGG

AAAGACATAA

CCGCCAGGTT

TACACACCTA

TCCATCCCAG

AGGCTCATCG

TGCAATCATC

CTTCAGCAAC

CAGAAGCAGC

TGTTACAGGG

CCTGTGGCCT

ACTATAGATT

AAGTCCCTAA

ATTTATGACC

TGTAACCTTG

ACAACTGTAG

TGCAAGTCTC

CAAGTAGCAC

CCAAAAGAGC

GATCGACTTG

GCAGGGTATG

CTCACATTAT

CGTATAGCCA

CTTCCCCACG

ACATCGAAAT

TCGCCCGGTA

CGACCATATT

GATGTTCGAC

TGGTCAGCGC

ATCGATCCGT

CGGGCCGACC

TGGTTCGAGG

TTTGGCTTTG

GATTACACTG

GCCCGTGACC

CCCCGGCTGC
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11581

11641

11701

11761

11821

11881

11941

12001

12061

12121

12181

12241

12301

12361

12421

12481

12541

12601

12661

12721

12781

12841

12901

12961

13021

13081

13141

13201

13261

13321

13381

13441

13501

13561

13621

13681

13741

CTCCTGAGCA

GTCAGTTGTT

TTCTCGCCAT

TGGTTTGCTC

TCCTATGAGG

CCGTTGGGTA

CGCATTTACC

GCCACTCTCA

GTGGAGGCTG

GTTGGCAATG

ACACCAGGTA

TCCATCTTCT

CCAGCTCTAC

CTATCAATTA

AGCCTGGCCG

ATGAGTTGTC

CTTGGCTGGC

TAGGAAACGT

ATGGACAAAA

ACCATCATCA

CCTCCTGGCT

CTCGACGCAT

TCAGAACATC

CAGGAGGTCG

TAATGTGACC

TTTCTACGCC

CGTTGTTTCC

GCAGCACCAT

GAGGTGGGCT

TGCAAGTTGG

ACCGGCTTGT

TATAATTTGA

GCAGTCGAAA

ACAACAAGCC

GGCGAGCGGT

TTTGTCATCC

AACTTCATCG

AGTGCCGTGA

CGTGGATGCC

ATTGTTTGGG

CGCGTTTCTC

GCTTGCTACC

TACTTTGGCA

GGACCATGGA

CAAAACTGTC

ATTCTTGCCG

TGAGCCTGGA

CGAGGCCCAA

CCTCTGTGGC

GCTATGTTTT

CACTATATGT

TAACGTGTGG

AATGTCCATT

TTTTTTGTCC

GTCGCGCGTC

TTCAACCATA

AATAGACGGG

GGTGCTCAAC

CTATCAGATA

AATTGTTTCC

TCCCAATGTC

GATGAATCGT

TCGGAAATGA

GCTTGTGTTA

TTGGTAATTG

ACAACCATTG

GGCATTTCTT

CTTGGTCCTT

CGATATGCGA

CCTTTGTGCT

ATTTCCTTGA

ATGTACTTAG

GTGCTGCTAA

TGGACGACCG

ES 2 692 809 T3

ACGCGGAGTG

TTCACTGAGT

TTCACTGTTG

CGTTCGCGCT

CAACTGCAGA

TATGCGAGTC

ACATTCGGGT

AAGGCTTGAC

CTTCCTTAGC

GTACAACACT

GTTGACCGAT

TTCGTCTGTT

TGGTTTCCAT

AAGCCATGCC

TGCAAAATAG

CCGTCCGGGT

TTTTCCTACG

TTTGTGGATA

TCTGCCAGAC

GGCAATTGGT

ATCTCATGGT

TTAAGACCAA

AATCTCACAG

GTGAAGCCGT

ATTTGTACAA

GCGAGAAAGG

ATTTCACAGA

ATCACATTCG

CTTGTTTGCT

GACTCCTCAC

TGTCGATGGC

GCTGAATGGG

TTACCCAGTT

TGCGCTCGGT

CAGCATGTAC

AAATTGCATG

GGGAAGAATC

ATGCAATGGG
TCCTTGTTAG
CAGGCTGGTT
CTGCCATTCA
CCGGATGTCC
TCCCACCTAA
CAAGCGGCCT
GTAGTCACTC
TCACGACTCG
ACTTTGGACC
TTTAGGCAAT
ACCTTGTTCA
TGGCCCACGG
CTACCAGTCA
GGCACGACAG
ACGACAACCT
CGGCCCAATT
AGCGACACCA
ACAACATCTC
TTCATTTGGA
TTCTGAGGCG
CACGACCGCG
GGCCTCAACA
CGGCATTCCC
CGCGGACTTG
CTTCAAAGTC
TTATGTGGCC
GTTACTACAC
TGCCATTCTT
TCTTGCTTCT
AACGACGACA
ACCGAATGGT
GCCACTCATA
CTCGGCGCTG
GGCGTTTGCG
GCTTGCCGCT

CATCGATGGA

95

TTTACTGTGG

TGTGGTTGAC

ATTGGTCTTC

CTCTTCCGAA

CACAATTCGC

TTGACGAAAT

GGAAGCAGGT

ATTTCCAACA

CGATGCTGAA

GCGTTGAGCT

GGCTTATCAG

CAGTGCTTTG

CAACACATCA

AGCTGCCCAA

GTGTGAGGAA

CAAACTTGAG

CCATCCGGAG

GTTCATTTGC

CGCGTCGTAT

ATGGCTGCGA

TTCGCCTGCA

GCTGCCGGTT

GCGCAAGGTA

CAGTACATCA

CTGATGCTTT

ATCTTTGGGA

CATGTGACCC

TTCTTGACAC

TTGGCGGTAT

GGTGGCTTTT

GCTCGACATC

TGTCCGGTCA

TCATTTCACT

TGTCCGCCAC

CCTTCGCGGC

ATGCCCGCAC

AGTCTTCAAT

AGTAAAATCA

ATTGTCATCT

CTTCTCAGAG

CTATCGAAGG

AGTTAAGCAC

GGTCTCTCGC

TGTTAGTGAA

CCTGGCCGCA

AAACCTTGCC

CATCTTTCCC

CGTGCACGCT

GCTTCGAATT

TTCGAACTAA

CAAAGACTCG

CGTGACCATG

GGTTATTATG

CTGTTCGGAA

GCCGAGCATG

GCGGTGTATT

CCATTCTTTT

AGCCCTGCTT

TCATGGTCCT

CCACTCCCCT

CGATAACGGC

CCGCGTGCCT

ATATTTCTGG

AACACACTCA

CGTCTACGAT

GAAATGTTCT

TTTGCTGTGT

CCAATACATA

TTTTGATTGG

GGGTTTTCTC

AGGATTCATT

GTTCGTATGT

CCGGTTTACC

AGTGGTGGAG
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13801

13861

13921

13981

14041

14101

14161

14221

14281

14341

14401

14461

14521

14581

14641

14701

14761

14821

AAATTGGGCA

GGGGTTAAAG

TTTGCAACGA

CCATAATGAT

TGATATTTCT

CCAACCGTGT

TCACAGAGTC

ACATTCTGGC

CTGGTAACCG

TACCTGGGCT

ACCTCGTCAA

ATGGGGAAAG

CAGCGCCAGC

CCCCTAGCTG

TTGCAATCGA

GGGAAGGTCA

CGCGTGACTT

CGCGATTGAC

AAGCTGAAGT

CTCAACCTTT

TCCCACCGCC

ATACGCCCTT

GAATTGTTCC

CGCATTCACT

ATGGAAGTTC

CCCTGCCCAT

AGCATACGCT

TCGGAGCCTC

GTATGGCCGG

GCCAGCCAGT

AATCTAGGGG

CTGAAGATGA

TCCAGACGGC

GTTTCCAGGT

CTACATCCGC

GTGTGGCCTC

ES 2 692 809 T3

CGGTGGTGAC

GACGAGGACT

GCACAAAAAC

AAGGTGTCAC

TTTACTTTTG

CTGGGGGCTG

ATCACTTCCA

CACGTAGAAA

GTGAGAAAGC

GTGCTGGGCG

TAAGAACCAG

CAATCAACTG

AGGACAGGCC

CATTCGGCAC

TTTCAATCAA

TGAGTTCATG

CAGTCAGGGT

TAA

CTTGTCAACA

TCGGCTGAGC

TCGTGCTGGC

GCGGCCGACT

GGTACATGAC

TAGTCGCCCT

GATGCAGATT

GTGCTGCAGG

CCGGACTAAC

GCAAACGAGC

AGCCAGAAGA

TGCCAGTTGC

AAAAAGAAGA

CATCTCACCC

GGCGCAGGAA

CTGCCGGTTG

GCAAATTAAT

TTAAGCATGT

AATGGGAAGC

CTTTAGCATC

CCTGGGGCTG

ATATGTGCAT

TTTGTGGGGT

GTGTTGCCTA

CCTCCATTCA

ATCAGTGAAC

TGTTAAACGA

AAAGAAGAAA

TGGGTACAAT

AGCCTGAGAA

AGGCCGAACG

CTGCGTCGCT

CTCATACAGT

TTGACAGTCA

TGTCCTCGAA

CTAGACGACT

ACATATACAC

TTGCACATCT

TTTCAATCCA

GTTTACAGCC

GGCCGGCGAT

ATCCCAGCGT

GGCACTCTAG

GGAGTGGTTA

TGCAGCTCCG

GATAAAGTCC

GCCACATTTT

TTCCCTCTGC

TTCATCCAGC

GCGCCTGATT

GGTGAATGGC

SEQ ID NO: 2: ORF 1a DEL MSV 94881 CODIFICADO POR LA SECUENCIA DE SEQ ID NO:1 ENTRE LOS
NUCLEOTIDOS 178...7227

MSGMFSRCMCTPAARVFWNAGQVYCTRCLSARSLLSPELQDTDLGAVGLFHKPKDKLHWKVPIGIPQVECSPSGCC
WLSTIFPLARMTSGNHNFLQRLVKVADVLYRDGCLTPRHLRELQVYERGCNWYPITGPVPGMAVYANSMHVSDQPF
PGATHVLTNSPLPQRACRQPFCPFEEAHSSIYRWEKFVIFMDSSSDGRSRMMWTPESDDSTALEVLPPELEHQVKVL
VRSFPAHHLVDLADWELTESPDNGFSFSTSHPCGYLVRDPAVSEGKCWLSCFLSQSAEVLSREAHLATAYGYQTKW
GVPGKYIQRRLQVHGLRAVVDPDGPIHVEALSCPQSWIRHLTLNDDVTPGFVRLMSLRIVPNTEPTTHRIFRFGVHKW
YGAAGKRARGKRAAKSEKDSASTLKVARPTSTSGIVTYSPPADGSCGWHALAAILNRMINNDFTSPLPRYNRPEDDW
ASDGDLAQAIQCLQLPAAIARNRACPNAKYLIKLNGVHWEVEVRPGMAPRSLSRECVVGVCSEGCVASPYPEDGLPK
RALEALASAYRLPSDCVCDGIIDFLANPPPQEFWTLDKMLTSPSPEQSGFSSLYKLLLEILPQKCGSTEGEFIYTVERM
LKDCPSSKQAMALLAKIKVPSSKAPSVTLNECFPTDVPVNSELISWEEPKDPGAAVVLCPSDAKESKETAPEEAQARN
RKVLHPVVLTEELSEQQVQVVEGDQDMPLDLTWPTLTATATPVRGPVPDNLSSGIGAQPATVQELILARPAPRLVERC
GTESNGSSSFLDLPDVQTSDQPLDLSLAAWPVRATASDPGWIHGRREPVFVKPRGVFSDGESALQFGELSEASSVV
DDRTKEAPVVDAPIDLTTSNETLSGSDPFEFAKFRRPRFSAQALIDRGGPLADVHAKIKSRVYEQCLQACEPGSRATP
ATKKWLDKMWDRVDMKTWRCTSQFQAGHILESLKFLPDMIQDTPPPVYPRKNRAGDSAGLKQLVAQWDRKSSVTPP
TKPVGPVLDQAVPLPMDIQQGDAISADKPPHSQNPSSQVDVGGGWKSFMLSGTRFAGSVSQRLTTWVFEVLSHLPA
FMLTLFSPRGSMAPGDWLFAGAVLLALLLCRSYPILGCLPLLGVFSGSVRCVRLGVFGSWMAFAVFLFSTPPDPVGS
SCDHDSPECHAELLALEQRQLWEPVRSLVVGPSGLLCVILGKLLGGSRCLWFVLLRICMLADLAISLIYVVSQGRCHK
CWGKCIRTAPAEVALNVFPFSRATRSSLVSLCDRFQAPKGVDPVHLATGWRGCWCGESPIHQSHQKPIAYANLDEK
KISAQTVIAVPYDPSQAIKCLKVLQAGGAIVDQPTPEVVRVSEIPFSAPFFPKVPVNPDCRVVVDSDTFVAAVRCGYST
AQLVLGRGNFAKLNQTPLRNSVPTKTTGGASYTLAVAQVSVWTLVHFILGLWLTSPQVCGRGTSDPWCSNPFSYPTY
GPGVVCSSRLCVSADGVTLPLFSAVAHLSGREVGIFILVLASLGALAHRLALKADMSMVFLAFCAYAWPMSSWLICFF
PMLLRWVTLHPLTMLWVHSFLVFCLPAAGVLSLGITGLLWAVGRFTQVAGIHTPYDIHQYTSGPRGAAAVATAPEGTY
MAAVRRAALTGRTLIFTPSAVGSLLEGAFRTQKPCLNTVNVVGSSLGSGGVFTIDGRRVIVTATHVLNGNTARVTGDS
YNRMHTFENTNGDYAWSHADDWQGVAPMVKIAKGYRGRAYWQTSTGVEPGIMGEGFAFCFTNCGDSGSPVISEAG
DLIGVHTGSNKLGSGLVTTPEGETCSIKETRLSDLSRHFAGPSVPLGDIKLSPAIIPDVTTIPSDLASLLASVPVMEGGLS
TVQLLCVFFLLWRMMGHAWTPIVAVGFFLLNEILPAVLVRAVFSFALFVLAWATPWSAQVLMIRLLTAALNRNRLSLAF
YAFGGVVGLATEIGTFAGGWPELSQALSTYCFLPRFLAVTSYVPTHIGGLHALGVILWLFKYRCLHNMLVGDGSFSSA
FFLRYFAEGNLRKGVSQSCGMNNESLTAALACKLSQADLDFLSSLTNFKCFVSASNMKNAAGQYIEAAYARALRQEL
ASLVQVDKMKGVLAKLEAFAETATPSLDTGDVIVLLGQHPHGSILDINVGGERKTVSVQETRCLGGSKFSVCTVVSNT
PVDTLTGIPLQTPTPLFENGPRHRSEDDDLKVERMKKHCVSLGFHKINGKVYCKIWDKSNGDTFYTDDSRYTQDHAF
QDRSTDYRDRDYEGVQTAPQQGFDPKSEAPVGTVVIGGITYNRHLVKGKEVLVPKPDNCLEAARLSLEQALAGMGQ
TCDLTATEVEKLKRIISQLQGLTTEQALNC

96
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SEQ ID NO:3 ORF 1B DEL MSV 94881 CODIFICADO POR SECUENCIA DE SEQ ID NO:1 ENTRE LOS
NUCLEOTIDOS 7209...11600

TGFKLLAASGLTRCGRGGLVVTETAVKIVKYHSRTFTLGSLDLKVTSEVEVKKSTEQGHAVVANLCSGVVLMRPHPPS
LVDVLLKPGLDTTPGIQPGHGAGNMGVNGSIWDFETAPTKVELELSKQIIQACEVRRGDAPNLQLPYKLYPVRGDPER
RKGRLVNTRFGDLPYKTPQDTKSAIHAACCLHPNGVLVSDGKSTLGTTLQHGFELYVPTVPYSVMEYLDSRPDTPFM
CTKHGTSKAAAEDLQKYDLSTQGFVLPGVLRLVRRFIFSHVGKAPPLFLPSTYPAKNSMAGVYNGQRFPTKDVQSIPEI
DEMCARAVKENWQTVTPCTLKKQYCSKPKTRTILGTNNFIALAHRSALSGVTQAFMKKAWKSPIALGKNKFKELHCTV
AGRCLEADLASCDRSTPAIVRWFVANLLYELAGCEEYLPSYVLNCCHDLVATQDGAFTKRGGLSSGDPVTSVSNTVY
SLIIYAQHMVLSALKMGHEIGLKFLEEQLKFEDLLEIQPMLVYSDDLVLYAERPTFPNYHWWVEHLDLMLGFKTDPKKT
VITDKPSFLGCRIEAGRQLVPNRDRILAALAYHMKAQNASEYYASAAAILMDSCACIDHDPEWYEDLICGIARCARQDG
YRFPGPAFFMSMWEKLKSHNEGKKCRHCGICDAKADYASACGLDLCLFHSHFHQHCPVTLSCGHHAGSKECSQCQ
SPVGAGKSPLDAVLKQIPYKPPRTIIMKVDNKTTTLDPGRYQSRRGLVAVKRGIAGNEVDLSDGDYQVVPLLPTCKDIN
MVKVACNVLLSKFIVGPPGSGKTTWLLNQVQDDDVIYTPTHQTMFDIVSALKVCRYSIPGASGLPFPPPARSGPWVRL
IASGHVPGRVSYLDEAGYCNHLDILRLLSKTPLVCLGDLQQLHPVGFDSYCYVFDQMPQKQLTTIYRFGPNICAAIQPC
YREKLESKARNTRVVFTTRPVAFGQVLTPYHKDRTGSAITIDSSQGATFDIVTLHLPSPKSLNKSRALVAITRARHGLFI
YDPHDQLQEFFNLTPERTDCNLAFSRGDELVVLNVDNAVTTVAKALETGSPRFRVSDPRCKSLLAACSASLEGSCMP
LPQVAHNLGFYFSPDSPAFAPLPKELAPHWPVVTHQNNRAWPDRLVASMRPIDARYSKPMVGAGYVVGPSIFLGTP
GVVSYYLTLYIGGEPQALPETLVSTGRIATDCREYLDAAEEEAARELPHAFIGDVKGTTIGGCHHITSKYLPRSLPKDSV
AVVGVSSPGRAAKAVCTLTDVYLPELRPYLQPETASKCWKLKLDFRDVRLMVWKGATAYFQLEGLTWSALPDYARFI
QLPKDAVVYIDPCIGPATANRKVVRTTDWRADLAVTPYDYGAQVILTTAWFEDLGPQWKILGLQPFRRTFGFENTED
WAILARRMNDGKDYTDYNWHCVRERPHAIYGRARDHTYHFALGTELQVELGRPRLPPEQVP

SEQ ID NO:4 ORF 2 DEL MSV 94881 CODIFICADO POR SECUENCIA DE SEQ ID NO:1 ENTRE LOS
NUCLEOTIDOS 11611...12360

MQWVYCGVKSVSCSWMPSLSSLLVWLTLSSFSPYCLGSLLQAGYWSSFSEWFAPRFSVRALPFTLPNYRRSYEGLL
PNCRPDVPQFAVKHPLGILWHMRVSHLIDEMVSRRIYRTMEHSGQAAWKQVVSEATLTKLSRLDVVTHFQHLAAVEA
DSCRFLSSRLAMLKNLAVGNVSLEYNTTLDRVELIFPTPGTRPKLTDFRQWLISVHASIFSSVASSVTLFTVLWLRIPAL

RYVFGFHWPTATHHSN

SEQ ID NO:5 ORF 3 DEL MSV 94881 CODIFICADO POR SECUENCIA DE SEQ ID NO:1 ENTRE LOS
NUCLEOTIDOS 12219...13016

MAYQRARFHLLLCGFVCYLVHSALASNSSSTLCFWFPLAHGNTSFELTINYTICKPCPTSQAAQQRLEPGRNVWCKIG
HDRCEERDHDELSMSIPSGYDNLKLEGYYAWLAFLSFSYAAQFHPELFGIGNVSRVFVDKRHQFICAEHDGQNSTISA
RHNISASYAVYYHHQIDGGNWFHLEWLRPFFSSWLVLNISWFLRRSPASPASRRIYQILRPTRPRLPVSWSFRTSIVS
NLTGPQQRKVPLPSGGRPNVVKPSAFPSTSR

SEQ ID NO:6 ORF 4 DEL MSV 94881 CODIFICADO POR SECUENCIA DE SEQ ID NO:1 ENTRE LOS
NUCLEOTIDOS 12761...13312

MAATILFLLAGAQHLMVSEAFACKPCFSTHLSDIKTNTTAAAGFMVLQNINCFQSHRASTAQGTTPLRRSSQCREAVGI
PQYITITANVTDESYLYNADLLMLSACLFYASEMSEKGFKVIFGNISGVVSACVNFTDYVAHVTQHTQQHHLVIDHIRLL
HFLTPSTMRWATTIACLLAILLAV

SEQ ID NO:7 ORF 5 DEL MSV 94881 CODIFICADO POR SECUENCIA DE SEQ ID NO:1 ENTRE LOS
NUCLEOTIDOS 13309...13914

MKCSCKLGHFLTPHSCFWWLFLLCTGLSWSFVDGNDDSSTSQYIYNLTICELNGTEWLSGHFDWAVETFVLYPVATH
[ISLGFLTTSHFLDALGLGAVSATGFIGERYVLSSMYGVCAFAAFVCFVIRAAKNCMACRYARTRFTNFIVDDRGRIHR
WKSSIVVEKLGKAEVGGDLVNIKHVVLEGVKAQPLTRTSAEQWEA

SEQ ID NO:8 ORF 6 DEL MSV 94881 CODIFICADO POR SECUENCIA DE SEQ ID NO:1 ENTRE LOS
NUCLEOTIDOS 13902...14423

MGSLDDFCNDPTAAQKLVLAFSITYTPIMIYALKVSRGRLLGLLHILIFLNCSFTFGYMTYVHFQSTNRVAFTLGAVVALL
WGVYSLTESWKFITSRCRLCCLGRRYILAPAHHVESAAGLHSIPASGNRAYAVRKPGLTSVNGTLVPGLRSLVLGGKR
AVKRGVVNLVKYGR

SEQ ID NO:9 ORF 7 DEL MSV 94881 CODIFICADO POR SECUENCIA DE SEQ ID NO:1 ENTRE LOS
NUCLEOTIDOS 14413...14799

MAGKNQSQKKRRNAAPMGKGQPVNQLCQLLGTMIKSQRQQSRGGQAKKKKPEKPHFPLAAEDDIRHHLTQAERSL
CLQSIQTAFNQGAGTASLSSSGKVSFQVEFMLPVAHTVRLIRVTSTSASQGAN

SEQ ID NO:10 SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS DE LONGITUD COMPLETA DE LA CEPA DEL PRRS PARENTAL
94881

97
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35

61

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961

1021

1081

1141

1201

1261

1321

1381

1441

1501

1561

1621

1681

1741

1801

1861

1921

1981

2041

2101

2161

TTTGTGTACC

CGACAGGTAC

GGACCTCCCG

TCTGGGATGT

CAAGTCTATT

ACGGACCTCG

CCCATTGGTA

TTTCCTTTAG

GCTGACGTAT

TACGAGCGTG

GCGAACTCCA

TCCCCTTTGC

AGCATATACA

CGCATGATGT

CTAGAACACC

GCCGATTGGG

TGCGGCTACC

TTGAGCCAGT

CAAACCAAGT

CGTGCTGTGG

TGGATCAGGC

CTTCGCATTG

AAGTGGTATG

GACTCGGCTT

TCCCCACCTG

ATTAATAATG

TCTGATGGTG

AACCGCGCCT

GAGGTGAGGC

TCTGAAGGCT

GCCCTGGCGT

CTTGCCAATC

CCGGAGCAGT

TGCGGATCCA

AGCTCCAAAC

TCCGTGACTC

TGGGAAGAGC

TTGGAGGCGT

CCTTCTCTCT

AGTATTTCCG

TCTCCCGGTG

GCACACGGTG

GTGCAGTTGG

TCCCCCAGGT

CGCGCATGAC

TGTACCGTGA

GTTGCAATTG

TGCACGTGTC

CTCAACGGGC

GGTGGGAAAA

GGACTCCGGA

AGGTCAAGGT

AGCTCACTGA

TTGTTCGGGA

CAGCCGAAGT

GGGGTGTGCC

TCGACCCTGA

ACTTGACCCT

TGCCGAACAC

GTGCCGCCGG

CCACCCTCAA

CGGACGGGTC

ACTTCACGTC

ACCTTGCTCA

GCCCTAACGC

CTGGAATGGC

GTGTCGCGTC

CTGCTTATAG

CACCTCCCCA

CCGGCTTCTC

CAGAAGGGGA

AGGCCATGGC

TGAACGAGTG

CCAAAGACCC

ES 2 692 809 T3

GGGTACAGCC

CGGGGCGAGC

GAGAGCACCT

CATGTGCACC

TCTCAGTGCA

CTTGTTTCAC

GGAATGTTCT

CTCCGGCAAT

CGGTTGCTTA

GTATCCGATT

CGACCAACCG

TTGTCGGCAG

ATTTGTAATT

ATCCGATGAC

CCTTGTTCGG

GTCCCCTGAG

CCCGGCTGTA

GCTCAGTCGC

TGGCAAGTAC

TGGTCCCATT

GAATGATGAT

AGAGCCTACC

CAAACGGGCC

GGTTGCCCGA

TTGTGGTTGG

CCCTCTGCCT

GGCCATTCAA

CAAATACCTC

TCCTCGCTCC

GCCTTACCCG

ACTGCCTTCA

GGAGTTCTGG

TAGTCTGTAT

ATTCATCTAT

CCTCCTTGCA

CTTCCCCACG

TGGCGCTGCT

CTGCCCCACC
GCGCCGCCTG
GCTTTACGGG
CCGGCTGCCC
CGGTCTCTTC
AAGCCTAAAG
CCATCTGGGT
CACAACTTCC
ACCCCTAGAC
ACGGGGCCTG
TTCCCTGGTG
CCGTTCTGTC
TTTATGGATT
TCCACGGCTT
AGCTTTCCCG
AACGGTTTTT
TCCGAAGGCA
GAGGCGCATC
ATCCAGCGCA
CACGTTGAAG
GTCACCCCGG
ACACACCGGA
CGTGGCAAGC
CCGACTTCCA
CATGCCCTTG
CGGTACAACA
TGTTTGCAAC
GTAAAACTCA
CTCTCTCGTG
GAGGACGGGT
GACTGTGTTT
ACTCTTGACA
AAATTGTTGT
ACTGTTGAGA
AAAATTAAGG
GATGTTCCAG

GTTGTCCTAT

98

CCTTGGCCCC

CTGCTCCCTT

ATCTCCGCCC

GGGTATTTTG

TCTCTCCAGA

ACAAGCTCCA

GTTGCTGGCT

TTCAACGACT

ACCTCCGTGA

TGCCTGGGAT

CCACTCATGT

CGTTCGAAGA

CCTCCTCCGA

TGGAAGTTCT

CCCATCACCT

CCTTCAGCAC

AGTGTTGGCT

TGGCTACCGC

GACTTCAAGT

CATTGTCTTG

GATTCGTTCG

TCTTTCGTTT

GTGCCGCCAA

CCAGTGGAAT

CCGCCATACT

GGCCGGAGGA

TACCTGCCGC

ACGGAGTTCA

AGTGCGTTGT

TGCCTAAACG

GTGATGGTAT

AAATGTTGAC

TAGAGGTCTT

GGATGTTGAA

TCCCATCCTC

TCAACTCTGA

GTCCATCGGA

TGTTCTAGCC

GCGGCGGGAA

TTTAACCATG

GAACGCCGGC

ACTTCAGGAC

TTGGAAAGTT

GTCAACCATT

CGTGAAGGTT

ACTCCAAGTT

GGCTGTGTAC

GTTAACAAAT

GGCCCATTCT

CGGTCGATCT

GCCGCCCGAG

TGTCGACCTT

GTCACATCCT

TTCCTGCTTT

CTATGGTTAC

TCACGGTCTC

CCCCCAGTCT

CCTAATGTCT

TGGAGTGCAC

AAGTGAGAAA

CGTCACCTAC

GAACCGGATG

CGATTGGGCT

CATAGCTCGG

TTGGGAGGTA

TGGCGTCTGC

TGCACTTGAG

TATTGACTTC

TTCCCCGTCA

GCCGCAGAAA

GGATTGTCCG

AAAGGCCCCA

GTTAATATCT

TGCAAAAGAA
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2221

2281

2341

2401

2461

2521

2581

2641

2701

2761

2821

2881

2941

3001

3061

3121

3181

3241

3301

3361

3421

3481

3541

3601

3661

3721

3781

3841

3901

3961

4021

4081

4141

4201

4201

4321

4381

TCTAAGGAAA

GTCCTTACCG

CCACTGGATT

CCGGACAATT

GCGAGGCCTG

TTTCTGGATT

TGGCCTGTAA

TTTGTGAAGC

TCCGAAGCCA

ATCGATTTGA

TTCAGGCGCC

GTTCATGCAA

AGTCGTGCGA

AAAACTTGGC

CTCCCTGACA

AGTGCCGGCC

ACAAAACCGG

GAAGATGCCA

GTGGGTGGAG

CAGCGCCTTA

CTTTTCTCGC

CTTGCTCTCC

TTTTCTGGTT

GTATTTTTAT

GAGTGTCATG

CTTGTGGTCG

CGTTGTCTCT

ATTTATGTGG

CCTGCAGAAG

TCCTTGTGTG

TGGCGCGGGT

TATGCCAACT

CCCAGTCAGG

CCTACGCCCG

GTCCCAGTCA

CGCTGCGGTT

CAGACCCCCC

CAGCCCCTGA

AGGAACTTAG

TGACTTGGCC

TGAGCTCTGG

CACCCCGTCT

TGCCTGACGT

GGGCTACCGC

CTCGAGGTGT

GTTCTGTCGT

CAACTTCGAA

CGCGTTTCTC

AGATAAAGAG

CCCCAGCCAC

GCTGCACCTC

TGATTCAAGA

TGAAGCAACT

TTGGACCGGT

TCTCCGCTGA

GTTGGAAAAG

CGACATGGGT

CACGGGGCTC

TGCTCTGCCG

CTGTGCGGTG

TCTCGACTCC

CTGAGCTTTT

GGCCATCGGG

GGTTTGTTCT

TGTCCCAAGG

TGACCCTTAA

ATCGGTTCCA

GCTGGTGTGG

TGGATGAAAA

CCATTAAATG

AGGTCGTCCG

ACCCAGATTG

ATTCGACAGC

TCAGGAACTC

ES 2 692 809 T3

AGAAGCTCAA

CGAGCAACAG

AACCTTAACC

CATTGGTGCC

TGTTGAGCGC

GCAGACCTCG

GTCTGACCCC

TTTCTCTGAT

CGATGACCGG

CGAGACGCTC

CGCGCAAGCT

TCGGGTATAT

CAAGAAGTGG

GCAGTTCCAA

CACACCGCCT

GGTGGCGCAG

GCTTGACCAG

CAAGCCACCC

TTTTATGCTC

TTTTGAGGTT

TATGGCTCCA

TTCTTACCCA

TGTTCGTTTG

ACCCGACCCA

GGCTCTTGAG

CCTCTTATGC

CCTACGTATA

GCGTTGTCAC

TGTGTTTCCT

AGCGCCAAAA

TGAGAGCCCT

GAAGATATCC

CCTGAAAGTT

TGTGTCTGAG

CAGGGTTGTG

ACAACTGGTC

TGTCCCCACC

GCGAGAAACC
GTGCAGGTGG
GCTACGGCGA
CAGCCCGCTA
TGTGGCACGG
GACCAGCCTT
GGTTGGATCC
GGCGAGTCGG
ACAAAAGAAG
TCTGGGTCTG
TTAATCGACC
GAACAATGCC
CTCGACAAAA
GCTGGTCACA
CCTGTTCCCA
TGGGATAGGA
ACCGTCCCTC
CATTCGCAAA
TCCGGCACCC
CTCTCCCATC
GGTGATTGGC
ATACTCGGAT
GGTGTTTTTG
GTCGGTTCTT
CAGCGCCAAC
GTCATTCTTG
TGCATGCTCG
AAGTGTTGGG
TTTTCGCGCG
GGAGTTGACC
ATTCATCAAT
GCCCAGACGG
TTGCAGGCAG
ATTCCCTTCT
GTAGATTCGG
CTTGGTCGGG

AAAACAACTG

99

GTAAGGTCCT

TTGAGGGTGA

CCCCTGTTAG

CCGTTCAAGA

AGTCGAACGG

TAGACCTGTC

ACGGTAGGCG

CCCTTCAGTT

CTCCGGTGGT

ACCCCTTTGA

GAGGTGGTCC

TTCAAGCTTG

TGTGGGACAG

TTCTTGAGTC

GGAAGAACCG

AATTGAGTGT

TGCCTATGGA

ACCCTTCTAG

GTTTCGCGGG

TCCCAGCTTT

TGTTTGCAGG

GCCTTCCCTT

GTTCTTGGAT

CTTGTGACCA

TTTGGGAACC

GCAAGTTACT

CAGATTTGGC

GAAAGTGTAT

CCACCCGCTC

CCGTGCACTT

CACACCAAAA

TGATTGCTGT

GAGGGGCTAT

CGGCCCCATT

ACACTTTTGT

GCAACTTTGC

GTGGGGCCTC

CCACCCTGTG

TCAGGATATG

AGGGCCGGTA

ACTCATTCTG

CAGCAGTTCA

CCTGGCCGCG

TGAGCCTGTC

CGGAGAGCTT

TGACGCCCCC

ATTCGCCAAA

GCTTGCCGAT

TGAACCTGGT

GGTGGACATG

CCTCAAATTC

AGCTGGTGAC

GACACCCcCcCC

CATCCAGCAA

TCAAGTAGAT

GTCCGTTAGT

TATGCTCACA

TGCTGTTCTA

ATTGGGTGTC

GGCTTTTGCT

CGATTCGCCG

TGTGCGCAGC

CGGTGGGTCA

AATTTCTCTT

AAGGACGGCT

ATCTCTTGTG

GGCGACAGGC

ACCGATAGCT

CCCGTATGAT

TGTGGACCAG

TTTTCCGAAG

GGCTGCGGTC

CAAGCTAAAT

ATACACCCTT
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4441

4501

4561

4621

4681

4741

4801

4861

4921

4981

5041

5101

5161

5221

5281

5341

5401

5461

5521

5581

5641

5701

5761

5821

5881

5941

6001

6061

6121

6181

6241

6301

6361

6421

6481

6541

6601

GCCGTGGCCC

TCACCTCAAG

CCTACTTATG

ACCCTGCCAT

TTGGTGCTTG

ATGGTCTTTT

TTTCCTATGC

TTTTTGGTGT

TGGGCAGTTG

TATACCTCCG

GCGGCCGTTC

GGATCCCTTC

GTAGGCTCTT

ACTGCCACCC

ATGCACACGT

GTTGCCCCTA

ACCGGAGTCG

GACTCAGGGT

AACAAACTCG

ACTAGGCTCT

AAGTTGAGCC

CTTGCTTCTG

TTCCTTCTCT

TTGCTGAATG

GTACTTGCAT

GCTCTCAACC

GCCACAGAAA

TACTGCTTCC

GGGCTCCATG

CTGGTTGGTG

CTTAGGAAAG

GCTTGCAAGT

TTTGTGTCCG

AGAGCTCTGC

GCCAAGCTCG

GTTCTGCTTG

AAAACTGTGT

AGGTATCTGT

TGTGTGGTCG

GCCCCGGAGT

TGTTCTCAGC

CCTCCTTGGG

TGGCGTTTTG

TCTTGAGGTG

TTTGCCTACC

GCCGTTTCAC

GACCACGTGG

GGAGAGCCGC

TTGAAGGTGC

CCCTTGGTTC

ATGTGTTGAA

TCAATACTAA

TGGTTAAGAT

AACCTGGCAT

CACCTGTCAT

GTTCTGGTCT

CTGACCTTTC

CAGCCATCAT

TCCCCGTGAT

GGCGCATGAT

AAATTCTCCC

GGGCCACCCC

GCAACAGGTT

TCGGGACTTT

TGCCCAGGTT

CCCTCGGCGT

ATGGGAGTTT

GCGTGTCGCA

TGTCGCAAGC

CTTCAAACAT

GTCAGGAGCT

AGGCTTTCGC

GGCAACACCC

CTGTGCAAGA

ES 2 692 809 T3

GTGGACTCTT

AGGGACCTCT

TGTGTGTTCC

CGTTGCCCAT

CGCTTTAGCC

TGCTTACGCC

GGTAACCCTT

AGCTGCCGGC

CCAGGTTGCC

TGCAGCTGCT

TTTGACTGGA

TTTCAGAACT

TGGAGGAGTT

TGGTAACACA

TGGTGATTAT

CGCTAAGGGG

CATGGGGGAA

TTCAGAAGCT

TGTGACAACC

TAGACATTTT

CCCTGATGTG

GGAAGGTGGC

GGGCCATGCC

AGCAGTCTTG

CTGGTCGGCA

GTCCCTGGCG

TGCTGGTGGA

CCTTGCTGTG

AATTTTGTGG

CTCAAGCGCT

GTCCTGTGGC

TGACCTTGAT

GAAAAATGCA

GGCCTCCTTG

TGAGACGGCC

CCATGGATCC

AACACGATGC

GTTCATTTCA
GACCCGTGGT
TCTCGACTCT
CTTTCCGGTA
CACCGCTTGG
TGGCCCATGA
CATCCTCTCA
GTTCTCTCGC
GGAATTATCA
GTAGCAACGG
CGGACTTTGA
CAAAAGCCCT
TTCACCATTG
GCCAGGGTCA
GCCTGGTCCC
TATCGCGGTC
GGATTCGCCT
GGTGACCTTA
CCTGAAGGGG
GCAGGTCCAA
ACAACTATTC
CTCTCAACTG
TGGACACCCA
GTCCGAGCTG
CAAGTGTTGA
TTCTACGCAC
TGGCCTGAAC
ACTAGTTATG
TTATTCAAAT
TTCTTCCTAC
ATGAATAACG
TTTTTGTCCA
GCTGGCCAAT
GTTCAGGTTG
ACTCCGTCAC
ATCCTCGACA

CTGGGTGGTT

100

TCCTCGGCCT

GTTCGAACCC

GCGTGTCTGC

GAGAGGTGGG

CTCTTAAGGC

GCTCCTGGTT

CTATGCTTTG

TGGGAATAAC

CACCTTATGA

CTCCAGAAGG

TCTTCACACC

GCCTTAACAC

ATGGCAGAAG

CTGGTGATTC

ATGCTGATGA

GTGCCTACTG

TCTGTTTCAC

TTGGAGTCCA

AGACCTGCTC

GCGTCCCTCT

CGAGTGACTT

TCCAGCTTTT

TTGTTGCCGT

TGTTCTCTTT

TGATTAGACT

TCGGAGGTGT

TGTCCCAAGC

TCCCCACCAT

ACCGATGCCT

GGTATTTTGC

AATCCCTGAC

GTTTAACGAA

ACATCGAGGC

ACAAGATGAA

TTGACACAGG

TTAATGTGGG

CCAAATTCAG

TTGGTTAACG

TTTTTCGTAT

CGACGGAGTT

GATTTTTATT

AGACATGTCA

AATTTGCTTC

GGTGCACTCA

CGGTCTTCTT

CATCCACCAG

TACTTACATG

ATCTGCAGTC

CGTGAATGTC

AGTCATCGTC

CTACAACCGC

CTGGCAAGGC

GCAAACGTCA

TAACTGTGGC

TACCGGTTCA

CATCAAGGAA

TGGGGACATT

GGCATCGCTC

GTGCGTCTTT

AGGCTTCTTT

TGCACTCTTT

CCTCACGGCG

CGTTGGCCTG

CCTCTCGACA

CATCATCGGT

CCACAACATG

TGAGGGTAAT

AGCTGCTTTG

CTTCAAGTGC

GGCGTATGCT

AGGAGTATTG

TGACGTGATT

GGGTGAAAGG

TGTCTGCACT
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6661

6721

6781

6841

6901

6961

7021

7081

7141

7201

7261

7321

7381

7441

7501

7561

7621

7681

7741

7801

7861

7921

7981

8041

8101

8leol

8221

8281

8341

8401

8461

8521

8581

8641

8701

8761

8821

GTCGTGTCCA

CTTTTTGAAA

AAAAAACACT

TGGGACAAGT

GCTTTTCAGG

CCCCAACAGG

ATTACGTATA

TGCCTTGAAG

GACCTTACAG

ACCACTGAAC

GCCTAGTTGT

TAGGCTCTTT

GGCACGCTGT

CCCTTGTTGA

ATGGGGCCGG

AGGTAGAACT

CCCCTAACCT

AAGGTCGCCT

AGTCCGCAAT

AATCCACGCT

ATAGTGTCAT

GCACTTCCAA

TCTTGCCTGG

CACCACTGTT

AGAGGTTCCC

CCGTCAAGGA

AACCTAAAAC

CACTCAGTGG

GGAAAAACAA

TGGCTTCCTG

ATGAACTTGC

TTGTGGCAAC

TCACCAGTGT

CGGCCTTGAA

AGGACCTTCT

AAAGACCCAC

TTAAAACGGA

ACACGCCCGT

ATGGCCCGCG

GTGTATCCCT

CTAACGGCGA

ACAGGTCAAC

GATTCGATCC

ACAGGCATCT

CTGCCAGACT

CTACCGAAGT

AGGCTTTAAA

AACTGAAACG

AGACCTAAAA

CGTGGCGAAC

CGTTCTCCTC

GAATATGGGC

AGAGTTGTCC

CCAACTCCCC

TGTCAACACT

TCATGCGGCT

GGGTACCACT

GGAATACCTT

GGCTGCTGCA

GGTCCTACGC

CCTTCCATCA

AACAAAGGAT

AAATTGGCAG

TAGAACCATC

TGTCACCCAG

GTTTAAGGAA

CGATCGCAGC

AGGATGTGAA

GCAGGATGGC

GTCCAACACC

GATGGGTCAT

TGAAATCCAG

TTTTCCCAAC

CCCAAAGAAA

ES 2 692 809 T3

GGATACCTTG

CCATCGCAGC

CGGCTTCCAC

CACCTTTTAC

CGACTATAGA

AAAGTCCGAA

GGTCAAAGGT

GTCCCTTGAG

GGAGAAACTA

CTGCTAGCCG

GCGGTAAAAA

GTCACCTCCG

TTATGTTCCG

AAACCCGGAC

GTGAACGGTT

AAGCAAATAA

TACAAGCTTT

AGGTTTGGAG

TGTTGCCTGC

CTTCAACATG

GATTCACGCC

GAGGACCTCC

CTAGTGCGCA

ACCTACCCTG

GTCCAGAGCA

ACTGTGACAC

CTAGGTACCA

GCGTTCATGA

TTGCATTGCA

ACCcCcceeea

GAGTACTTGC

GCTTTCACAA

GTCTACTCAC

GAAATTGGTC

CCCATGTTAG

TACCATTGGT

ACTGTCATAA

ACCGGCATCC
GAGGACGACG
AAAATCAATG
ACGGATGATT
GACAGGGATT
GCCCCTGTTG
AAGGAGGTCC
CAAGCTCTTG
AAGCGCATCA
CCAGCGGCTT
TCGTAAAATA
AGGTGGAGGT
GTGTCGTCTT
TTGACACAAC
CTATTTGGGA
TCCAAGCATG
ATCCTGTCAG
ATTTACCTTA
ATCCCAATGG
GTTTCGAGCT
CTGACACCCC
AAAAATATGA
GGTTCATCTT
CCAAGAACTC
TACCTGAAAT
CTTGCACCCT
ACAACTTCAT
AGAAGGCCTG
CTGTCGCCGG
TTGTGAGGTG
CTAGCTACGT
AACGCGGTGG
TGATAATTTA
TCAAGTTCCT
TGTATTCTGA
GGGTCGAGCA

CTGATAAACC

101

CACTTCAGAC

ACCTTAAAGT

GTAAAGTTTA

CCCGATACAC

ATGAAGGTGT

GCACTGTTGT

TAGTTCCCAA

CTGGGATGGG

TTAGTCAACT

GACCCGCTGT

CCACAGCAGA

GAAGAAATCA

GATGAGGCCT

ACCCGGCATT

TTTTGAAACT

TGAAGTCAGG

GGGGGACCCC

CAAAACTCCC

GGTCCTCGTG

TTATGTCCCC

TTTTATGTGT

CCTATCCACT

TAGCCATGTT

CATGGCAGGG

TGATGAAATG

CAAAAAACAG

AGCCTTGGCT

GAAGTCCCCA

CAGATGCCTT

GTTTGTTGCC

GCTCAACTGT

CCTGTCGTCC

CGCCCAGCAC

TGAGGAACAG

TGACCTCGTC

TCTTGACCTG

CAGTTTTCTC

GCCAACCCCA

TGAGAGAATG

CTGCAAAATT

TCAAGACCAT

ACAGACCGCC

AATCGGTGGC

ACCTGACAAC

CCAAACTTGT

CCAAGGTCTG

GGCCGCGGCG

ACTTTCACCT

ACTGAGCAGG

CACCCACCGT

CAACCAGGGC

GCACCCACAA

CGCGGGGACG

GAGCGGCGTA

CAAGACACCA

TCTGATGGTA

ACTGTACCTT

ACTAAACATG

CAAGGGTTTG

GGTAAGGCGC

GTCAATGGCC

TGCGCCCGTG

TACTGTTCCA

CACAGGTCAG

ATTGCCTTGG

GAGGCTGACC

AACCTCCTGT

TGCCATGACC

GGGGACCCCG

ATGGTGCTTT

CTCAAATTTG

TTGTATGCGG

ATGTTGGGCT

GGCTGCAGAA
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8881

8941

9001

9061

9121

9181

9241

9301

9361

9421

9481

9541

9601

9661

9721

9781

9841

9901

9961

10021

10081

10141

10201

10261

10321

10381

10441

10501

10561

10621

10681

10741

10801

10861

10921

10981

11041

TTGAAGCAGG

ATATGAAGGC

CGTGTGCTTG

GGTGTGCTCG

AGAAGCTGAA

AAGCCGACTA

AACACTGCCC

GTCAGTCACC

ACAAACCTCC

GAAGATATCA

TTGATCTTTC

ACATGGTGAA

CCGGAAAAAC

CTCATCAGAC

GAGCCTCAGG

CCAGCGGACA

TAGACATTCT

TTCACCCGGT

TGACCACCAT

AGAAACTTGA

TTGGTCAGGT

CATCCCAGGG

ACAAATCCCG

CTCATGACCA

CGTTCAGCCG

CGAAGGCCCT

TCTTAGCCGC

ATAACCTGGG

TGGCGCCACA

TCGCTAGTAT

TGGTCGGGCC

ACATCGGGGG

CAGATTGTCG

CATTTATTGG

ACCTACCTAG

GGGCTGCTAA

TGCAACCGGA

ACGGCAGTTA

GCAGAACGCC

CATTGACCAT

CCAGGACGGT

AAGTCATAAC

TGCGTCCGCC

AGTCACTCTG

TGTCGGGGCT

TCGTACCATT

GTCCCGTCGA

TGATGGAGAC

GGTGGCTTGC

CACCTGGCTA

AATGTTTGAC

ACTCCCTTTT

TGTCCCTGGC

AAGGCTGCTT

CGGCTTTGAT

TTATAGATTT

ATCCAAGGCC

CCTGACACCG

GGCGACCTTC

AGCACTTGTA

ACTCCAGGAG

TGGGGATGAG

AGAGACAGGT

TTGTTCGGCC

GTTTTACTTT

TTGGCCAGTG

GCGCCCAATT

ATCCATTTTT

CGAGCCTCAG

GGAATATCTC

CGATGTCAAA

GTCCCTGCCT

AGCCGTGTGC

GACGGCATCA

ES 2 692 809 T3

GTCCCCAATC

TCAGAGTATT

GACCCCGAGT

TACCGTTTTC

GAAGGGAAGA

TGTGGACTTG

AGCTGTGGCC

GGCAAATCCC

ATCATGAAGG

GGTCTTGTTG

TACCAAGTGG

AACGTACTAC

CTGAACCAAG

ATAGTCAGTG

CCACCACCTG

CGAGTGTCAT

TCCAAAACAC

TCCTATTGTT

GGCCCTAACA

AGGAACACCA

TACCACAAAG

GACATTGTGA

GCCATCACTC

TTTTTCAACT

CTGGTTGTTT

TCACCCCGAT

AGTCTAGAAG

TCCCCGGACA

GTCACCCACC

GATGCCCGCT

CTTGGCACTC

GCCCTGCCAG

GACGCGGCTG

GGCACTACGG

AAAGACTCTG

ACTCTCACCG

AAATGCTGGA

GCGACCGTAT
ATGCGTCCGC
GGTATGAGGA
CAGGCCCGGC
AATGCCGTCA
ATTTGTGTTT
ACCATGCCGG
CCCTTGACGC
TGGACAACAA
CAGTCAAAAG
TGCCTCTTTT
TCAGCAAGTT
TCCAGGACGA
CTCTTAAAGT
CCAGGTCCGG
ATCTCGATGA
CCCTTGTGTG
ATGTGTTCGA
TCTGTGCAGC
GAGTGGTTTT
ATCGTACCGG
CATTGCATCT
GGGCAAGACA
TAACCCCCGA
TGAATGTGGA
TTCGAGTATC
GGAGCTGCAT
GCCCAGCTTT
AGAATAATCG
ACAGCAAGCC
CTGGTGTGGT
AAACACTCGT
AGGAAGAGGC
TCGGGGGGTG
TTGCTGTGGT
ATGTGTACCT

AACTTAAACT

102

TCTGGCTGCT

TGCCGCAATT

CCTTATCTGC

ATTTTTCATG

CTGCGGCATC

GTTCCATTCA

TTCAAAGGAA

TGTGCTGAAA

AACAACGACC

AGGTATTGCA

GCCGACTTGC

TATAGTAGGG

TGATGTCATT

TTGCAGGTAT

GCCGTGGGTT

GGCAGGATAT

TTTGGGTGAC

TCAGATGCCT

CATCCAGCCT

CACCACCCGG

CTCTGCAATA

ACCATCGCCA

TGGGTTGTTC

GCGCACTGAT

TAATGCGGTC

GGACCCGAGG

GCCACTACCA

TGCACCCCTG

AGCGTGGCCT

AATGGTCGGT

GTCATACTAT

TTCAACAGGA

AGCGAGAGAA

TCACCACATT

TGGGGTGAGT

CCCCGAACTC

GGATTTCAGG

CTTGCATATC

CTGATGGATT

GGCATCGCCC

TCCATGTGGG

TGCGACGCCA

CACTTTCATC

TGTTCGCAGT

CAAATCCCGT

CTTGACCCGG

GGTAATGAGG

AAAGACATAA

CCGCCAGGTT

TACACACCTA

TCCATCCCAG

AGGCTCATCG

TGCAATCATC

CTTCAGCAAC

CAGAAGCAGC

TGTTACAGGG

CCTGTGGCCT

ACTATAGATT

AAGTCCCTAA

ATTTATGACC

TGTAACCTTG

ACAACTGTAG

TGCAAGTCTC

CAAGTAGCAC

CCAAAAGAGC

GATCGACTTG

GCAGGGTATG

CTCACATTAT

CGTATAGCCA

CTTCCCCACG

ACATCGAAAT

TCGCCCGGTA

CGACCATATT

GATGTTCGAC
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11101

11161

11221

11281

11341

11401

11461

11521

11581

11641

11701

11761

11821

11881

11941

12001

12061

12121

12181

12241

12301

12361

12421

12481

12541

12601

12661

12721

12781

12841

12901

12961

13021

13081

13141

13201

13261

TGATGGTCTG

TGCCCGATTA

GTATAGGGCC

TGGCAGTGAC

ACCTTGGGCC

AGAACACTGA

ACTATAATTG

ATACGTATCA

CTCCTGAGCA

GTCAGTTGTT

TTCTCGCCAT

TGGTTTGCTC

TCCTATGAGG

CCGTTGGGTA

CGCATTTACC

GCCACTCTCA

GTGGAGGCTG

GTTGGCAATG

ACACCAGGTA

TCCATCTTCT

CCAGCTCTAC

CTATCAATTA

AGCCTGGCCG

ATGAGTTGTC

CTTGGCTGGC

TAGGAAACGT

ATGGACAAAA

ACCATCATCA

CCTCCTGGCT

CTCGACGCAT

TCAGAACATC

CAGGAGGTCG

TAATGTGACC

TTTCTACGCC

CGTTGTTTCC

GCAGCACCAT

GAGGTGGGCT

GAAAGGCGCC

TGCTAGGTTC

GGCAACAGCC

ACCGTATGAT

GCAGTGGAAG

AGATTGGGCA

GCATTGTGTA

TTTTGCCCTT

AGTGCCGTGA

CGTGGATGCC

ATTGTTTGGG

CGCGTTTCTC

GCTTGCTACC

TACTTTGGCA

GGACCATGGA

CAAAACTGTC

ATTCTTGCCG

TGAGCCTGGA

CGAGGCCCAA

CCTCTGTGGC

GCTATGTTTT

CACTATATGT

TAACGTGTGG

AATGTCCATT

TTTTTTGTCC

GTCGCGCGTC

TTCAACCATA

AATAGACGGG

GGTGCTCAAC

CTATCAGATA

AATTGTTTCC

TCCCAATGTC

GATGAATCGT

TCGGAAATGA

GCTTGTGTTA

TTGGTAATTG

ACAACCATTG

ES 2 692 809 T3

ACAGCCTATT

ATTCAGCTAC

AATCGCAAGG

TACGGTGCTC

ATTTTGGGGT

ATTCTCGCAC

CGAGAACGCC

GGCACTGAAC

ACGCGGAGTG

TTCACTGAGT

TTCACTGTTG

CGTTCGCGCT

CAACTGCAGA

TATGCGAGTC

ACATTCGGGT

AAGGCTTGAC

CTTCCTTAGC

GTACAACACT

GTTGACCGAT

TTCGTCTGTT

TGGTTTCCAT

AAGCCATGCC

TGCAAAATAG

CCGTCCGGGT

TTTTCCTACG

TTTGTGGATA

TCTGCCAGAC

GGCAATTGGT

ATCTCATGGT

TTAAGACCAA

AATCTCACAG

GTGAAGCCGT

ATTTGTACAA

GCGAGAAAGG

ATTTCACAGA

ATCACATTCG

CTTGTTTGTT

TCCAGTTGGA
CCAAGGATGC
TTGTGCGAAC
AGGTCATTTT
TGCAGCCTTT
GCCGTATGAA
CACACGCAAT
TGCAAGTAGA
ATGCAATGGG
TCCTTGTTAG
CAGGCTGGTT
CTGCCATTCA
CCGGATGTCC
TCCCACCTAA
CAAGCGGCCT
GTAGTCACTC
TCACGACTCG
ACTTTGGACC
TTTAGGCAAT
ACCTTGTTCA
TGGCCCACGG
CTACCAGTCA
GGCACGACAG
ACGACAACCT
CGGCCCAATT
AGCGACACCA
ACAACATCTC
TTCATTTGGA
TTCTGAGGCG
CACGACCGCG
GGCCTCAACA
CGGCATTCCC
CGCGGACTTG
CTTCAAAGTC
TTATGTGGCC
GTTACTACAC

TGCCATTCTT

103

AGGGCTGACA

CGTTGTGTAC

CACAGACTGG

GACAACAGCC

CAGACGAACA

TGACGGCAAA

TTACGGGCGC

GCTGGGCAGA

TTCACTGTGG

TGTGGTTGAC

ATTGGTCTTC

CTCTCCCGAA

CACAATTCGC

TTGACGAAAT

GGAAGCAGGT

ATTTCCAACA

CGATGCTGAA

GCGTTGAGCT

GGCTTATCAG

CAGTGCTTTG

CAACACATCA

AGCTGCCCAA

GTGTGAGGAA

CAAACTTGAG

CCATCCGGAG

GTTCATTTGC

CGCGTCGTAT

ATGGCTGCGA

TTCGCCTGCA

GCTGCCGGTT

GCGCAAGGTA

CAGTACATCA

CTGATGCTTT

ATCTTTGGGA

CATGTGACCC

TTCTTGACAC

TTGGCGGTAT

TGGTCAGCGC

ATCGATCCGT

CGGGCCGACC

TGGTTCGAGG

TTTGGCTTTG

GATTACACTG

GCCCGTGACC

CCCCGGCTGC

AGTAAAATCA

ATTGTCATCT

CTTCTCAGAG

CTATCGAAGG

AGTTAAGCAC

GGTCTCTCGC

TGTTAGTGAA

CCTGGCCGCA

AAACCTTGCC

CATCTTTCCC

CGTGCACGCT

GCTTCGAATT

TTCGAACTAA

CAAAGACTCG

CGTGACCATG

GGTTATTATG

CTGTTCGGAA

GCCGAGCATG

GCGGTGTATT

CCATTCTTTT

AGCCCTGCTT

TCATGGTCCT

CCACTCCCCT

CGATAACGGC

CCGCGTGCCT

ATATTTCTGG

AACACACTCA

CGTCTACGAT

GAAATGTTCT
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13321

13381

13441

13501

13561

13621

13681

13741

13801

13861

13921

13981

14041

14101

14161

14221

14281

14341

14401

14461

14521

14581

14641

14701

14761

14821

TGCAAGTTGG

ACCGGCTTGT

TATAATTTGA

GCAGTCGAAA

ACAACAAGCC

GGCGAGCGGT

TTTGTCATCC

AACTTCATCG

AAATTGGGCA

GGGGTTAAAG

TTTGCAACGA

CCATAATGAT

TGATATTTCT

CCAACCGTGT

TCACAGAGTC

ACATTCTGGC

CTGGTAACCG

TACCTGGGCT

ACCTCGTCAA

ATGGGGAAAG

CAGCGCCAGC

CCCCTAGCTG

TTGCAATCGA

GGGAAGGTCA

CGCGTGACTT

CGCGATTGAC

GGCATTTCTT

CTTGGTCCTT

CGATATGCGA

CCTTTGTGCT

ATTTCCTTGA

ATGTACTTAG

GTGCTGCTAA

TGGACGACCG

AAGCTGAAGT

CTCAACCCTT

TCCCACCGCC

ATACGCCCTT

GAATTGTTCC

CGCACTCACT

ATGGAAGTTC

CCCTGCCCAT

AGCATACGCT

TCGGAGCCTC

GTATGGCCGG

GCCAGCCAGT

AATCTAGGGG

CTGAAGATGA

TCCAGACGGC

GTTTCCAGGT

CTACATCCGC

GTGTGGCCTC

ES 2 692 809 T3

GACTCCTCAC

TGTCGATGGC

GCTGAATGGG

TTACCCAGTT

TGCGCTCGGT

CAGCATGTAC

AAATTGCATG

GGGAAGAATC

CGGTGGTGAC

GACGAGGACT

GCACAAAAAC

AAGGTGTCAC

TTTACTTTTG

CTGGGGGCTG

ATCACTTCCA

CACGTAGAAA

GTGAGAAAGC

GTGCTGGGCG

TAAGAACCAG

CAATCAACTG

AGGACAGGCC

CATTCGGCAC

TTTCAATCAA

TGAGTTCATG

CAGTCAGGGT

TAA

TCTTGCTTCT

AACGACAACA

ACCGAATGGT

GCCACTCATA

CTCGGCGCTG

GGCGTTTGCG

GCTTGCCGCT

CATCGATGGA

CTTGTCAACA

TCGGCTGAGC

TCGTGCTGGC

GCGGCCGACT

GGTACATGAC

TAGTCGCCCT

GATGCAGATT

GTGCTGCAGG

CCGGACTAAC

GCAAACGAGC

AGCCAGAAGA

TGCCAGTTGC

AAAAAGAAGA

CATCTCACCC

GGCGCAGGAA

CTGCCGGTTG

GCAAATTAAT

GGTGGCTTTT

GCTCGACATC

TGTCCGGTCA

TCATTTCACT

TGTCCGCCAC

CCTTCGCGGC

ATGCCCGCAC

AGTCTTCAAT

TTAAGCATGT

AATGGGAAGC

CTTTAGCATC

CCTGGGGCTG

ATATGTGCAT

TTTGTGGGGT

GTGTTGCCTA

CCTCCATTCA

ATCAGTGAAC

TGTTAAACGA

AAAGAAGAAA

TGGGTACAAT

AGCCTGAGAA

AGGCCGAACG

CTGCGTCGCT

CTCATACAGT

TTGACAGTCA

TTTGCTGTGT

CCAATACATA

TTTTGATTGG

GGGTTTTCTC

AGGATTCATT

GCTCGTATGT

CCGGTTTACC

AGTGGTGGAG

TGTCCTCGAA

CTAGACGACT

ACATATACAC

TTGCACATCT

TTTCAATCCA

GTTTACAGCC

GGCCGGCGAT

ATCCCAGCGT

GGCACTCTAG

GGAGTGGTTA

TGCAGCTCCG

GATAAAGTCC

GCCACATTTT

TTCCCTCTGC

TTCATCCAGC

GCGCCTGATT

GGTGAATGGC

SEQ ID NO:11 ORF 1a DE LA CEPA DEL PRRSV PARENTAL 94881 CODIFICADO POR LA SECUENCIA DE SEQ
ID NO:10 ENTRE LOS NUCLEOTIDOS 178...7227

MSGMFSRCMCTPAARVFWNAGQVYCTRCLSARSLLSPELQDTDLGAVGLFHKPKDKLHWKVPIGIPQVECSPSGCC
WLSTIFPLARMTSGNHNFLQRLVKVADVLYRDGCLTPRHLRELQVYERGCNWYPITGPVPGMAVYANSMHVSDQPF
PGATHVLTNSPLPQRACRQPFCPFEEAHSSIYRWEKFVIFMDSSSDGRSRMMWTPESDDSTALEVLPPELEHQVKVL
VRSFPAHHLVDLADWELTESPENGFSFSTSHPCGYLVRDPAVSEGKCWLSCFLSQSAEVLSREAHLATAYGYQTKW
GVPGKYIQRRLQVHGLRAVVDPDGPIHVEALSCPQSWIRHLTLNDDVTPGFVRLMSLRIVPNTEPTTHRIFRFGVHKW
YGAAGKRARGKRAAKSEKDSASTLKVARPTSTSGIVTYSPPADGSCGWHALAAILNRMINNDFTSPLPRYNRPEDDW
ASDGDLAQAIQCLQLPAAIARNRACPNAKYLVKLNGVHWEVEVRPGMAPRSLSRECVVGVCSEGCVASPYPEDGLP
KRALEALASAYRLPSDCVCDGIIDFLANPPPQEFWTLDKMLTSPSPEQSGFSSLYKLLLEVLPQKCGSTEGEFIYTVER
MLKDCPSSKQAMALLAKIKVPSSKAPSVTLNECFPTDVPVNSELISWEEPKDPGAAVVLCPSDAKESKETAPEEAQAR
NRKVLHPVVLTEELSEQQVQVVEGDQDMPLDLTWPTLTATATPVRGPVPDNLSSGIGAQPATVQELILARPAPRLVER
CGTESNGSSSFLDLPDVQTSDQPLDLSLAAWPVRATASDPGWIHGRREPVFVKPRGVFSDGESALQFGELSEASSV
VDDRTKEAPVVDAPIDLTTSNETLSGSDPFEFAKFRRPRFSAQALIDRGGPLADVHAKIKSRVYEQCLQACEPGSRAT
PATKKWLDKMWDRVDMKTWRCTSQF QAGHILESLKFLPDMIQDTPPPVPRKNRAGDSAGLKQLVAQWDRKLSVTP
PTKPVGPVLDQTVPLPMDIQQEDAISADKPPHSQNPSSQVDVGGGWKSFMLSGTRFAGSVSQRLTTWVFEVLSHLP
AFMLTLFSPRGSMAPGDWLFAGAVLLALLLCRSYPILGCLPLLGVFSGSVRCVRLGVFGSWMAFAVFLFSTPPDPVG
SSCDHDSPECHAELLALEQRQLWEPVRSLVVGPSGLLCVILGKLLGGSRCLWFVLLRICMLADLAISLIYVVSQGRCHK
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CWGKCIRTAPAEVTLNVFPFSRATRSSLVSLCDRFQAPKGVDPVHLATGWRGCWCGESPIHQSHQKPIAYANLDEKK
ISAQTVIAVPYDPSQAIKCLKVLQAGGAIVDQPTPEVVRVSEIPFSAPFFPKVPVNPDCRVVVDSDTFVAAVRCGYSTA
QLVLGRGNFAKLNQTPLRNSVPTKTTGGASYTLAVAQVSVWTLVHFILGLWLTSPQVCGRGTSDPWCSNPFSYPTY
GPGVVCSSRLCVSADGVTLPLFSAVAHLSGREVGIFILVLASLGALAHRLALKADMSMVFLAFCAYAWPMSSWLICFF
PMLLRWVTLHPLTMLWVHSFLVFCLPAAGVLSLGITGLLWAVGRFTQVAGIHTPYDIHQYTSGPRGAAAVATAPEGTY
MAAVRRAALTGRTLIFTPSAVGSLLEGAFRTQKPCLNTVNVVGSSLGSGGVFTIDGRRVIVTATHVLNGNTARVTGDS
YNRMHTFNTNGDYAWSHADDWQGVAPMVKIAKGYRGRAYWQTSTGVEPGIMGEGFAFCFTNCGDSGSPVISEAG
DLIGVHTGSNKLGSGLVTTPEGETCSIKETRLSDLSRHFAGPSVPLGDIKLSPAIIPDVTTIPSDLASLLASVPVMEGGLS
TVQLLCVFFLLWRMMGHAWTPIVAVGFFLLNEILPAVLVRAVFSFALFVLAWATPWSAQVLMIRLLTAALNRNRLSLAF
YALGGVVGLATEIGTFAGGWPELSQALSTYCFLPRFLAVTSYVPTIIGGLHALGVILWLFKYRCLHNMLVGDGSFSSAF
FLRYFAEGNLRKGVSQSCGMNNESLTAALACKLSQADLDFLSSLTNFKCFVSASNMKNAAGQYIEAAYARALRQELA
SLVQVDKMKGVLAKLEAFAETATPSLDTGDVIVLLGQHPHGSILDINVGGERKTVSVQETRCLGGSKFSVCTVVSNTP
VDTLTGIPLQTPTPLFENGPRHRSEDDDLKVERMKKHCVSLGFHKINGKVYCKIWDKSNGDTFYTDDSRYTQDHAFQ
DRSTDYRDRDYEGVQTAPQQGFDPKSEAPVGTVVIGGITYNRHLVKGKEVLVPKPDNCLEAARLSLEQALAGMGQT
CDLTATEVEKLKRIISQLQGLTTEQALNC

SEQ ID NO:12 ORF 1B DE LA CEPA DEL PRRSV PARENTAL 94881 CODIFICADO POR LA SECUENCIA DE SEQ
ID NO:10 ENTRE LOS NUCLEOTIDOS 7209...11600

TGFKLLAASGLTRCGRGGLVVTETAVKIVKYHSRTFTLGSLDLKVTSEVEVKKSTEQGHAVVANLCSGVVLMRPHPPS
LVDVLLKPGLDTTPGIQPGHGAGNMGVNGSIWDFETAPTKVELELSKQIIQACEVRRGDAPNLQLPYKLYPVRGDPER
RKGRLVNTRFGDLPYKTPQDTKSAIHAACCLHPNGVLVSDGKSTLGTTLQHGFELYVPTVPYSVMEYLDSRPDTPFM
CTKHGTSKAAAEDLQKYDLSTQGFVLPGVLRLVRRFIFSHVGKAPPLFLPSTYPAKNSMAGVYNGQRFPTKDVQSIPEI
DEMCARAVKENWQTVTPCTLKKQYCSKPKTRTILGTNNFIALAHRSALSGVTQAFMKKAWKSPIALGKNKFKELHCTV
AGRCLEADLASCDRSTPAIVRWFVANLLYELAGCEEYLPSYVLNCCHDLVATQDGAFTKRGGLSSGDPVTSVSNTVY
SLIIYAQHMVLSALKMGHEIGLKFLEEQLKFEDLLEIQPMLVYSDDLVLYAERPTFPNYHWWVEHLDLMLGFKTDPKKT
VITDKPSFLGCRIEAGRQLVPNRDRILAALAYHMKAQNASEYYASAAAILMDSCACIDHDPEWYEDLICGIARCARQDG
YRFPGPAFFMSMWEKLKSHNEGKKCRHCGICDAKADYASACGLDLCLFHSHFHQHCPVTLSCGHHAGSKECSQCQ
SPVGAGKSPLDAVLKQIPYKPPRTIIMKVDNKTTTLDPGRYQSRRGLVAVKRGIAGNEVDLSDGDYQVVPLLPTCKDIN
MVKVACNVLLSKFIVGPPGSGKTTWLLNQVQDDDVIYTPTHQTMFDIVSALKVCRYSIPGASGLPFPPPARSGPWVRL
IASGHVPGRVSYLDEAGYCNHLDILRLLSKTPLVCLGDLQQLHPVGFDSYCYVFDQMPQKQLTTIYRFGPNICAAIQPC
YREKLESKARNTRVVFTTRPVAFGQVLTPYHKDRTGSAITIDSSQGATFDIVTLHLPSPKSLNKSRALVAITRARHGLFI
YDPHDQLQEFFNLTPERTDCNLAFSRGDELVVLNVDNAVTTVAKALETGSPRFRVSDPRCKSLLAACSASLEGSCMP
LPQVAHNLGFYFSPDSPAFAPLPKELAPHWPVVTHQNNRAWPDRLVASMRPIDARYSKPMVGAGYVVGPSIFLGTP
GVVSYYLTLYIGGEPQALPETLVSTGRIATDCREYLDAAEEEAARELPHAFIGDVKGTTVGGCHHITSKYLPRSLPKDS
VAVVGVSSPGRAAKAVCTLTDVYLPELRPYLQPETASKCWKLKLDFRDVRLMVWKGATAYFQLEGLTWSALPDYAR
FIQLPKDAVVYIDPCIGPATANRKVVRTTDWRADLAVTPYDYGAQVILTTAWFEDLGPQWKILGLQPFRRTFGFENTE
DWAILARRMNDGKDYTDYNWHCVRERPHAIYGRARDHTYHFALGTELQVELGRPRLPPEQVP

SEQ ID NO:13 ORF 2 DE LA CEPA DEL PRRSV PARENTAL 94881 CODIFICADO POR LA SECUENCIA DE SEQ
ID NO:10 ENTRE LOS NUCLEOTIDOS 11611...12360

MQWVHCGVKSVSCSWMPSLSSLLVWLTLSSFSPYCLGSLLQAGYWSSFSEWFAPRFSVRALPFTLPNYRRSYEGLL
PNCRPDVPQFAVKHPLGILWHMRVSHLIDEMVSRRIYRTMEHSGQAAWKQVVSEATLTKLSRLDVVTHFQHLAAVEA
DSCRFLSSRLAMLKNLAVGNVSLEYNTTLDRVELIFPTPGTRPKLTDFRQWLISVHASIFSSVASSVTLFTVLWLRIPAL
RYVFGFHWPTATHHSN

SEQ ID NO:14 ORF 3 DE LA CEPA DEL PRRSV PARENTAL 94881 CODIFICADO POR LA SECUENCIA DE SEQ
ID NO:10 ENTRE LOS NUCLEOTIDOS 12219...13016

MAYQRARFHLLLCGFVCYLVHSALASNSSSTLCFWFPLAHGNTSFELTINYTICKPCPTSQAAQQRLEPGRNVWCKIG
HDRCEERDHDELSMSIPSGYDNLKLEGYYAWLAFLSFSYAAQFHPELFGIGNVSRVFVDKRHQFICAEHDGQNSTISA
RHNISASYAVYYHHQIDGGNWFHLEWLRPFFSSWLVLNISWFLRRSPASPASRRIYQILRPTRPRLPVSWSFRTSIVS
NLTGPQQRKVPLPSGGRPNVVKPSAFPSTSR

SEQ ID NO:15 ORF 4 DE LA CEPA DEL PRRSV PARENTAL 94881 CODIFICADO POR LA SECUENCIA DE SEQ
ID NO:10 ENTRE LOS NUCLEOTIDOS 12761...13312

MAATILFLLAGAQHLMVSEAFACKPCFSTHLSDIKTNTTAAAGFMVLQNINCFQSHRASTAQGTTPLRRSSQCREAVGI
PQYITITANVTDESYLYNADLLMLSACLFYASEMSEKGFKVIFGNISGVVSACVNFTDYVAHVTQHTQQHHLVIDHIRLL
HFLTPSTMRWATTIACLFAILLAV

SEQ ID NO:16 ORF 5 DE LA CEPA DEL PRRSV PARENTAL 94881 CODIFICADO POR LA SECUENCIA DE SEQ
ID NO:10 ENTRE LOS NUCLEOTIDOS 13309...13914

MKCSCKLGHFLTPHSCFWWLFLLCTGLSWSFVDGNDNSSTSQYIYNLTICELNGTEWLSGHFDWAVETFVLYPVATH
ISLGFLTTSHFLDALGLGAVSATGFIGERYVLSSMYGVCAFAALVCFVIRAAKNCMACRYARTRFTNFIVDDRGRIHR
WKSSIVVEKLGKAEVGGDLVNIKHVVLEGVKAQPLTRTSAEQWEA
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SEQ ID NO:17 ORF 6 DE LA CEPA DEL PRRSV PARENTAL 94881 CODIFICADO POR LA SECUENCIA DE SEQ
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ID NO:10 ENTRE LOS NUCLEOTIDOS 13902...14423

MGSLDDFCNDPTAAQKLVLAFSITYTPIMIYALKVSRGRLLGLLHILIFLNCSFTFGYMTYVHFQSTNRVALTLGAVVALL
WGVYSLTESWKFITSRCRLCCLGRRYILAPAHHVESAAGLHSIPASGNRAYAVRKPGLTSVNGTLVPGLRSLVLGGKR

AVKRGVVNLVKYGR

SEQ ID NO:18 ORF 7 DE LA CEPA DEL PRRSV PARENTAL 94881 CODIFICADO POR LA SECUENCIA DE SEQ

ID NO:10 ENTRE LOS NUCLEOTIDOS 14413...14799

MAGKNQSQKKRRNAAPMGKGQPVNQLCQLLGTMIKSQRQQSRGGQAKKKKPEKPHFPLAAEDDIRHHLTQAERSL

CLQSIQTAFNQGAGTASLSSSGKVSFQVEFMLPVAHTVRLIRVTSTSASQGAN

SEQ ID NO:19 Nucledtido que codifica ORF1A del PRRSV atenuado 94881

178

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961

1021

1081

1141

1201

1261

1321

1381

1441

1501

1561

1621

1681

1741

1801

ATG

TCTGGGATGT

CAAGTCTATT

ACGGACCTCG

CCCATTGGTA

TTTCCTTTAG

GCTGATGTAT

TACGAGCGTG

GCGAACTCCA

TCCCCTTTGC

AGCATATACA

CGCATGATGT

CTAGAACACC

GCCGATTGGG

TGCGGCTACC

TTGAGCCAGT

CAAACCAAGT

CGTGCTGTGG

TGGATCAGGC

CTTCGCATTG

AAGTGGTATG

GACTCGGCTT

TCCCCACCTG

ATTAATAATG

TCTGATGGTG

AACCGCGCCT

GAGGTGAGGC

TCTGAAGGCT

GCCCTGGCGT

TCTCCCGGTG

GCACACGGTG

GTGCAGTTGG

TCCCCCAGGT

CGCGCATGAC

TGTACCGTGA

GTTGCAATTG

TGCACGTGTC

CTCAACGGGC

GGTGGGAAAA

GGACTCCGGA

AGGTCAAGGT

AGCTCACTGA

TTGTTCGGGA

CAGCCGAAGT

GGGGTGTGCC

TCGACCCTGA

ACTTGACCCT

TGCCGAACAC

GTGCCGCCGG

CCACCCTCAA

CGGACGGGTC

ACTTCACGTC

ACCTTGCTCA

GCCCTAACGC

CTGGAATGGC

GTGTCGCGTC

CTGCTTATAG

CATGTGCACC

TCTCAGTGCA

CTTGTTTCAC

GGAATGTTCT

CTCCGGCAAT

CGGTTGCTTA

GTATCCGATT

CGACCAACCG

TTGTCGGCAG

ATTTGTAATT

ATCCGATGAC

CCTTGTTCGG

GTCCCCTGAT

CCCGGCTGTA

GCTCAGTCGC

TGGCAAGTAC

TGGTCCCATT

GAATGATGAT

AGAGCCTACC

CAAACGGGCC

GGTTGCCCGA

TTGTGGTTGG

CCCTCTGCCT

GGCCATTCAA

CAAATACCTC

TCCTCGCTCC

GCCTTACCCG

ACTGCCTTCA

CCGGCTGCCC
CGGTCTCTTC
AAGCCTAAAG
CCATCTGGGT
CACAACTTCC
ACCCCTAGAC
ACGGGGCCTG
TTCCCTGGTG
CCGTTCTGTC
TTTATGGATT
TCCACGGCTT
AGCTTTCCCG
AACGGTTTTT
TCCGAAGGCA
GAGGCGCATC
ATCCAGCGCA
CACGTTGAAG
GTCACCCCGG
ACACACCGGA
CGTGGCAAGC
CCGACTTCCA
CATGCCCTTG
CGGTACAACA
TGTTTGCAAC
ATAAAACTCA
CTCTCTCGTG
GAGGACGGGT

GACTGTGTTT

106

GGGTATTTTG

TCTCTCCAGA

ACAAGCTCCA

GTTGCTGGCT

TTCAACGACT

ACCTCCGTGA

TGCCTGGGAT

CCACTCATGT

CGTTCGAAGA

CCTCCTCCGA

TGGAAGTTCT

CCCATCACCT

CCTTCAGCAC

AGTGTTGGCT

TGGCTACCGC

GACTTCAAGT

CATTGTCTTG

GATTCGTTCG

TCTTTCGTTT

GTGCCGCCAA

CCAGTGGAAT

CCGCCATACT

GGCCGGAGGA

TACCTGCCGC

ACGGAGTTCA

AGTGCGTTGT

TGCCTAAACG

GTGATGGTAT

GAACGCCGGC

ACTTCAGGAC

TTGGAAAGTT

GTCAACCATT

CGTGAAGGTT

ACTCCAAGTT

GGCTGTGTAC

GTTAACAAAT

GGCCCATTCT

CGGTCGATCT

GCCGCCCGAG

TGTCGACCTT

GTCACATCCT

TTCCTGCTTT

CTATGGTTAC

TCACGGTCTC

CCCCCAGTCT

CCTAATGTCT

TGGAGTGCAC

AAGTGAGAAA

CGTCACCTAC

GAACCGGATG

CGATTGGGCT

CATAGCTCGG

TTGGGAGGTA

TGGCGTCTGC

TGCACTTGAG

TATTGACTTC
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1861

1921

1981

2041

2101

2161

2221

2281

2341

2401

2461

2521

2581

2641

2701

2761

2821

2881

2941

3001

3061

3121

3181

3241

3301

3361

3421

3481

3541

3601

3661

3721

3781

3841

3901

3961

4021

CTTGCCAATC

CCGGAGCAGT

TGCGGATCCA

AGCTCCAAAC

TCCGTGACTC

TGGGAAGAGC

TCTAAGGAAA

GTCCTTACCG

CCACTGGATT

CCGGACAATT

GCGAGGCCTG

TTTCTGGATT

TGGCCTGTAA

TTTGTGAAGC

TCCGAAGCCA

ATCGATTTGA

TTCAGGCGCC

GTTCATGCAA

AGTCGTGCGA

AAAACTTGGC

CTCCCTGACA

AGTGCCGGCC

ACAAAACCGG

GGAGATGCCA

GTGGGTGGAG

CAGCGCCTTA

CTTTTCTCGC

CTTGCTCTCC

TTTTCTGGTT

GTATTTTTAT

GAGTGTCATG

CTTGTGGTCG

CGTTGTCTCT

ATTTATGTGG

CCTGCAGAAG

TCCTTGTGTG

TGGCGCGGGT

CACCTCCCCA

CCGGCTTCTC

CAGAAGGGGA

AGGCCATGGC

TGAACGAGTG

CCAAAGACCC

CAGCCCCTGA

AGGAACTTAG

TGACTTGGCC

TGAGCTCTGG

CACCCCGTCT

TGCCTGACGT

GGGCTACCGC

CTCGAGGTGT

GTTCTGTCGT

CAACTTCGAA

CGCGTTTCTC

AGATAAAGAG

CCCCAGCCAC

GCTGCACCTC

TGATTCAAGA

TGAAGCAACT

TTGGACCGGT

TCTCCGCTGA

GTTGGAAAAG

CGACATGGGT

CACGGGGCTC

TGCTCTGCCG

CTGTGCGGTG

TCTCGACTCC

CTGAGCTTTT

GGCCATCGGG

GGTTTGTTCT

TGTCCCAAGG

TGGCCCTTAA

ATCGGTTCCA

GCTGGTGTGG

ES 2 692 809 T3

GGAGTTCTGG

TAGTCTGTAT

ATTCATCTAT

CCTCCTTGCA

CTTCCCCACG

TGGCGCTGCT

AGAAGCTCAA

CGAGCAACAG

AACCTTAACC

CATTGGTGCC

TGTTGAGCGC

GCAGACCTCG

GTCTGACCCC

TTTCTCTGAT

CGATGACCGG

CGAGACGCTC

CGCGCAAGCT

TCGGGTATAT

CAAGAAGTGG

GCAGTTCCAA

CACACCGCCT

GGTGGCGCAG

GCTTGACCAG

CAAGCCACCC

TTTTATGCTC

TTTTGAGGTT

TATGGCTCCA

TTCTTACCCA

TGTTCGTTTG

ACCCGACCCA

GGCTCTTGAG

CCTCTTATGC

CCTACGTATA

GCGTTGTCAC

TGTGTTTCCT

AGCGCCAAAA

TGAGAGCCCT

ACTCTTGACA
AAATTGTTGT
ACTGTTGAGA
AAAATTAAGG
GATGTTCCAG
GTTGTCCTAT
GCGAGAAACC
GTGCAGGTGG
GCTACGGCGA
CAGCCCGCTA
TGTGGCACGG
GACCAGCCTT
GGTTGGATCC
GGCGAGTCGG
ACAAAAGAAG
TCTGGGTCTG
TTAATCGACC
GAACAATGCC
CTCGACAAAA
GCTGGTCACA
CCTGTTCCCA
TGGGATAGGA
GCCGTCCCTC
CATTCGCAAA
TCCGGCACCC
CTCTCCCATC
GGTGATTGGC
ATACTCGGAT
GGTGTTTTTG
GTCGGTTCTT
CAGCGCCAAC
GTCATTCTTG
TGCATGCTCG
AAGTGTTGGG
TTTTCGCGCG
GGAGTTGACC

ATTCATCAAT

107

AAATGTTGAC

TAGAGATCTT

GGATGTTGAA

TCCCATCCTC

TCAACTCTGA

GTCCATCGGA

GTAAGGTCCT

TTGAGGGTGA

CCCCTGTTAG

CCGTTCAAGA

AGTCGAACGG

TAGACCTGTC

ACGGTAGGCG

CCCTTCAGTT

CTCCGGTGGT

ACCCCTTTGA

GAGGTGGTCC

TTCAAGCTTG

TGTGGGACAG

TTCTTGAGTC

GGAAGAACCG

AATCGAGTGT

TGCCTATGGA

ACCCTTCTAG

GTTTCGCGGG

TCCCAGCTTT

TGTTTGCAGG

GCCTTCCCTT

GTTCTTGGAT

CTTGTGACCA

TTTGGGAACC

GCAAGTTACT

CAGATTTGGC

GAAAGTGTAT

CCACCCGCTC

CCGTGCACTT

CACACCAAAA

TTCCCCGTCA

GCCGCAGAAA

GGATTGTCCG

AAAGGCCCCA

GTTAATATCT

TGCAAAAGAA

TCACCCTGTG

TCAGGATATG

AGGGCCGGTA

ACTCATTCTG

CAGCAGTTCA

CCTGGCCGCG

TGAGCCTGTC

CGGAGAGCTT

TGACGCCCCC

ATTCGCCAAA

GCTTGCCGAT

TGAACCTGGT

GGTGGACATG

CCTCAAATTC

AGCTGGTGAC

GACACCCcCcCC

CATCCAGCAA

TCAAGTAGAT

GTCCGTTAGT

TATGCTCACA

TGCTGTTCTA

ATTGGGTGTC

GGCTTTTGCT

CGATTCGCCG

TGTGCGCAGC

CGGTGGGTCA

AATTTCTCTT

AAGGACGGCT

ATCTCTTGTG

GGCGACAGGC

ACCGATAGCT
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35

4081

4141

4201

4261

4321

4381

4441

4501

4561

4621

4681

4741

4801

4861

4921

4981

5041

5101

5161

5221

5281

5341

5401

5461

5521

5581

5641

5701

5761

5821

5881

5941

6001

6061

6121

6181

6241

TATGCCAACT

CCTAGTCAGG

CCTACGCCCG

GTCCCAGTCA

CGCTGCGGTT

CAGACCCCCC

GCCGTGGCCC

TCACCTCAAG

CCTACTTATG

ACCCTGCCAT

TTGGTGCTTG

ATGGTCTTTT

TTTCCTATGC

TTTTTGGTGT

TGGGCAGTTG

TATACCTCCG

GCGGCCGTTC

GGATCCCTTC

GTAGGCTCTT

ACTGCCACCC

ATGCACACGT

GTTGCCCCTA

ACCGGAGTCG

GACTCAGGGT

AACAAACTCG

ACTAGGCTCT

AAGTTGAGCC

CTTGCTTCTG

TTCCTTCTCT

TTGCTGAATG

GTACTTGCAT

GCTCTCAACC

GCCACAGAAA

TACTGCTTCC

GGGCTCCATG

CTGGTTGGTG

CTTAGGAAAG

TGGATGAAAA

CCATTAAATG

AGGTCGTCCG

ACCCAGACTG

ATTCGACAGC

TCAGGAACTC

AGGTATCTGT

TGTGTGGTCG

GCCCCGGAGT

TGTTCTCAGC

CCTCCTTGGG

TGGCGTTTTG

TCTTGAGGTG

TTTGCCTACC

GCCGTTTCAC

GACCACGTGG

GGAGAGCCGC

TTGAAGGTGC

CCCTTGGTTC

ATGTGTTGAA

TCAATACTAA

TGGTTAAGAT

AACCTGGCAT

CACCTGTCAT

GTTCTGGTCT

CTGACCTTTC

CAGCCATCAT

TCCCCGTGAT

GGCGCATGAT

AAATTCTCCC

GGGCCACCCC

GCAACAGGTT

TCGGGACTTT

TGCCCAGGTT

CCCTCGGCGT

ATGGGAGTTT

GCGTGTCGCA

ES 2 692 809 T3

GAAGATATCC

CCTGAAAGTT

TGTGTCTGAG

CAGGGTTGTG

ACAACTGGTC

TGTCCCCACC

GTGGACTCTT

AGGGACCTCT

TGTGTGTTCC

CGTTGCCCAT

CGCTTTAGCC

TGCTTACGCC

GGTAACCCTT

AGCTGCCGGC

CCAGGTTGCC

TGCAGCTGCT

TTTGACTGGA

TTTCAGAACT

TGGAGGAGTT

TGGTAACACA

TGGTGATTAT

CGCTAAGGGG

CATGGGGGAA

TTCAGAAGCT

TGTGACAACC

TAGACATTTT

CCCTGATGTG

GGAAGGTGGC

GGGCCATGCC

AGCAGTCTTG

CTGGTCGGCA

GTCCCTGGCG

TGCTGGTGGA

CCTTGCTGTG

AATTTTGTGG

CTCAAGCGCT

GTCCTGTGGC

GCCCAGACGG
TTGCAGGCAG
ATTCCCTTCT
GTAGATTCGG
CTTGGTCGGG
AAAACAACTG
GTTCATTTCA
GACCCGTGGT
TCTCGACTCT
CTTTCCGGTA
CACCGCTTGG
TGGCCCATGA
CATCCTCTCA
GTTCTCTCGC
GGAATTATCA
GTAGCAACGG
CGGACTTTGA
CAAAAGCCCT
TTCACCATTG
GCCAGGGTCA
GCCTGGTCCC
TATCGCGGTC
GGATTCGCCT
GGTGACCTTA
CCTGAAGGGG
GCAGGTCCAA
ACAACTATTC
CTCTCAACTG
TGGACACCCA
GTCCGAGCTG
CAAGTGTTGA
TTCTACGCAT
TGGCCTGAAC
ACTAGTTATG
TTATTCAAAT
TTCTTCCTAC

ATGAATAACG

108

TGATTGCTGT

GAGGGGCTAT

CGGCCCCATT

ACACTTTTGT

GCAACTTTGC

GTGGGGCCTC

TCCTCGGCCT

GTTCGAACCC

GCGTGTCTGC

GAGAGGTGGG

CTCTTAAGGC

GCTCCTGGTT

CTATGCTTTG

TGGGAATAAC

CACCTTATGA

CTCCAGAAGG

TCTTCACACC

GCCTTAACAC

ATGGCAGAAG

CTGGTGATTC

ATGCTGATGA

GTGCCTACTG

TCTGTTTCAC

TTGGAGTCCA

AGACCTGCTC

GCGTCCCTCT

CGAGTGACTT

TCCAGCTTTT

TTGTTGCCGT

TGTTCTCTTT

TGATTAGACT

TCGGAGGTGT

TGTCCCAAGC

TCCCCACCAT

ACCGATGCCT

GGTATTTTGC

AATCCCTGAC

CCCGTATGAT

TGTGGACCAG

TTTTCCGAAG

GGCTGCGGTC

CAAGCTAAAT

ATACACCCTT

TTGGTTAACG

TTTTTCGTAT

CGACGGAGTT

GATTTTTATT

AGACATGTCA

AATTTGCTTC

GGTGCACTCA

CGGTCTTCTT

CATCCACCAG

TACTTACATG

ATCTGCAGTC

CGTGAATGTC

AGTCATCGTC

CTACAACCGC

CTGGCAAGGC

GCAAACGTCA

TAACTGTGGC

TACCGGTTCA

CATCAAGGAA

TGGGGACATT

GGCATCGCTC

GTGCGTCTTT

AGGCTTCTTT

TGCACTCTTT

CCTCACGGCG

CGTTGGCCTG

CCTCTCGACA

CATCATCGGT

CCACAACATG

TGAGGGTAAT

AGCTGCTTTG
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6301

6361

6421

6481

6541

6601

6661

6721

6781

6841

6901

6961

7021

7081

7141

7201

GCTTGCAAGT

TTTGTGTCCG

AGAGCTCTGC

GCCAAGCTCG

GTTCTGCTTG

AAAACTGTGT

GTCGTGTCCA

CTTTTTGAAA

AAAAAACACT

TGGGACAAGT

GCTTTTCAGG

CCCCAACAGG

ATTACGTATA

TGCCTTGAAG

GACCTTACAG

ACCACTGAAC

TGTCGCAAGC

CTTCAAACAT

GTCAGGAGCT

AGGCTTTCGC

GGCAACACCC

CTGTGCAAGA

ACACGCCCGT

ATGGCCCGCG

GTGTATCCCT

CTAACGGCGA

ACAGGTCAAC

GATTCGATCC

ACAGGCATCT

CTGCCAGACT

CTACCGAAGT

AGGCTTTAAA

ES 2 692 809 T3

TGACCTTGAT

GAAAAATGCA

GGCCTCCTTG

TGAGACGGCC

CCATGGATCC

AACACGATGC

GGATACCTTG

CCATCGCAGC

CGGCTTCCAC

CACCTTTTAC

CGACTATAGA

AAAGTCCGAA

GGTCAAAGGT

GTCCCTTGAG

GGAGAAACTA

CTGCTAG

TTTTTGTCCA

GCTGGCCAAT

GTTCAGGTTG

ACTCCGTCAC

ATCCTCGACA

CTGGGTGGTT

ACCGGTATCC

GAGGACGACG

AAAATCAATG

ACGGATGATT

GACAGGGATT

GCCCCTGTTG

AAGGAGGTCC

CAAGCTCTTG

AAGCGCATCA

GTTTAACGAA

ACATCGAGGC

ACAAGATGAA

TTGACACAGG

TTAATGTGGG

CCAAATTCAG

CACTTCAGAC

ACCTCAAAGT

GTAAAGTTTA

CCCGATACAC

ATGAAGGTGT

GCACTGTTGT

TAGTTCCCAA

CTGGGATGGG

TTAGTCAACT

SEQ ID NO:20 Nucledtido que codifica ORF1B del PRRSV atenuado 94881

CTTCAAGTGC

GGCGTATGCT

AGGAGTATTG

GGACGTGATT

GGGTGAAAGG

TGTCTGCACT

GCCAACCCCA

TGAGAGAATG

CTGCAAAATT

TCAAGACCAT

ACAGACCGCC

AATCGGTGGC

ACCTGACAAC

CCAAACTTGT

CCAAGGTCTG

7209 AC AGGCTTTAAA CTGCTAGCCG CCAGCGGCTT GACCCGCTGT GGCCGCGGCG

7261

7321

7381

7441

7501

7561

7621

7681

7741

7801

7861

7921

7981

8041

8101

8leol

8221

8281

8341

GCCTAGTTGT

TAGGCTCTTT

GGCACGCTGT

CCCTTGTTGA

ATGGGGCCGG

AGGTAGAACT

CCCCTAACCT

AAGGTCGCCT

AGTCCGCAAT

AATCCACGCT

ATAGTGTCAT

GCACTTCCAA

TCTTGCCTGG

CACCACTGTT

AGAGGTTCCC

CCGTCAAGGA

AACCTAAAAC

CACTCAGTGG

GGAAAAACAA

AACTGAAACG

AGACCTAAAA

CGTGGCGAAC

CGTTCTCCTC

GAATATGGGC

AGAGTTGTCC

CCAACTCCCC

TGTCAACACT

TCATGCGGCT

GGGTACCACT

GGAATACCTT

GGCTGCTGCA

GGTCCTACGC

CCTTCCATCA

AACAAAGGAT

AAATTGGCAG

TAGAACCATC

TGTCACCCAG

GTTTAAGGAA

GCGGTAAAAA

GTCACCTCCG

TTATGTTCCG

AAACCCGGAC

GTGAACGGTT

AAGCAAATAA

TACAAGCTTT

AGGTTTGGAG

TGTTGCCTGC

CTTCAACATG

GATTCACGCC

GAGGACCTCC

CTAGTGCGCA

ACCTACCCTG

GTCCAGAGCA

ACTGTGACAC

CTAGGTACCA

GCGTTCATGA

TTGCATTGCA

TCGTAAAATA
AGGTGGAGGT
GTGTCGTCTT
TTGACACAAC
CTATTTGGGA
TCCAAGCATG
ATCCTGTCAG
ATTTACCTTA
ATCCCAATGG
GTTTCGAGCT
CTGACACCCC
AAAAATATGA
GGTTCATCTT
CCAAGAACTC
TACCTGAAAT
CTTGCACCCT
ACAACTTCAT
AGAAGGCCTG

CTGTCGCCGG

109

CCACAGCAGA

GAAGAAATCA

GATGAGGCCT

ACCCGGCATT

TTTTGAAACT

TGAAGTCAGG

GGGGGACCCC

CAAAACTCCC

GGTCCTCGTG

TTATGTCCCC

TTTTATGTGT

CCTATCCACT

TAGCCATGTT

CATGGCAGGG

TGATGAAATG

CAAAAAACAG

AGCCTTGGCT

GAAGTCCCCA

CAGATGCCTT

ACTTTCACCT

ACTGAGCAGG

CACCCACCGT

CAACCAGGGC

GCACCCACAA

CGCGGGGACG

GAGCGGCGTA

CAAGACACCA

TCTGATGGCA

ACTGTACCTT

ACTAAACATG

CAAGGGTTTG

GGTAAGGCGC

GTCAATGGCC

TGCGCCCGTG

TACTGTTCCA

CACAGGTCAG

ATTGCCTTGG

GAGGCTGACC
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8401

8461

8521

8581

8641

8701

8761

8821

8881

8941

9001

9061

9121

9181

9241

9301

9361

9421

9481

9541

9601

9661

9721

9781

9841

9901

9961

10021

10081

10141

10201

10261

10321

10381

10441

10501

10561

TGGCTTCCTG

ATGAACTTGC

TTGTGGCAAC

TCACCAGTGT

CGGCCTTGAA

AGGACCTTCT

AAAGACCCAC

TTAAAACGGA

TTGAAGCAGG

ATATGAAGGC

CGTGTGCTTG

GGTGTGCTCG

AGAAGCTGAA

AAGCCGACTA

AACACTGCCC

GTCAGTCACC

ACAAACCTCC

GAAGATATCA

TTGATCTTTC

ACATGGTGAA

CCGGAAAAAC

CTCATCAGAC

GAGCCTCAGG

CCAGCGGACA

TAGACATTCT

TTCACCCGGT

TGACCACCAT

AGAAACTTGA

TTGGTCAGGT

CATCCCAGGG

ACAAATCCCG

CTCATGACCA

CGTTCAGCCG

CGAAGGCCCT

TCTTAGCCGC

ATAACCTGGG

TGGCGCCACA

CGATCGCAGC

AGGATGTGAA

GCAGGATGGC

GTCCAACACC

GATGGGTCAT

TGAAATCCAG

TTTTCCCAAC

CCCAAAGAAA

ACGGCAGTTA

GCAGAACGCC

CATTGACCAT

CCAGGACGGT

AAGTCATAAT

TGCGTCCGCC

AGTCACTCTG

TGTCGGGGCT

TCGTACCATT

GTCCCGTCGA

TGATGGAGAC

GGTGGCTTGC

CACCTGGCTA

AATGTTTGAC

ACTCCCTTTT

TGTCCCTGGC

AAGGCTGCTT

CGGCTTTGAT

TTATAGATTT

ATCCAAGGCC

CCTGACACCG

GGCGACCTTC

AGCACTTGTA

ACTCCAGGAG

TGGGGATGAG

AGAGACAGGT

TTGTTCGGCC

GTTTTACTTT

TTGGCCAGTG

ES 2 692 809 T3

ACCCcceeea

GAGTACTTGC

GCTTTCACAA

GTCTACTCAC

GAAATTGGTC

CCCATGTTAG

TACCATTGGT

ACTGTCATAA

GTCCCCAATC

TCAGAGTATT

GACCCCGAGT

TACCGTTTTC

GAAGGGAAGA

TGTGGACTTG

AGCTGTGGCC

GGCAAATCCC

ATCATGAAGG

GGTCTTGTTG

TACCAAGTGG

AACGTACTAC

CTGAACCAAG

ATAGTCAGTG

CCACCACCTG

CGAGTGTCAT

TCCAAAACAC

TCCTATTGTT

GGCCCTAACA

AGGAACACCA

TACCACAAAG

GACATTGTGA

GCCATCACTC

TTTTTCAACT

CTGGTTGTTT

TCACCCCGAT

AGTCTAGAAG

TCCCCGGACA

GTCACCCACC

TTGTGAGGTG
CTAGCTACGT
AACGCGGTGG
TGATAATTTA
TCAAGTTCCT
TGTATTCTGA
GGGTCGAGCA
CTGATAAACC
GCGACCGTAT
ATGCGTCCGC
GGTATGAGGA
CAGGCCCGGC
AATGCCGTCA
ATTTGTGTTT
ACCATGCCGG
CCCTTGACGC
TGGACAACAA
CAGTCAAAAG
TGCCTCTTTT
TCAGCAAGTT
TCCAGGACGA
CTCTTAAAGT
CCAGGTCCGG
ATCTCGATGA
CCCTTGTGTG
ATGTGTTCGA
TCTGTGCAGC
GAGTGGTTTT
ATCGTACCGG
CATTGCATCT
GGGCAAGACA
TAACCCCCGA
TGAATGTGGA
TTCGAGTATC
GGAGCTGCAT
GCCCAGCTTT

AGAATAATCG

110

GTTTGTTGCC

GCTCAACTGT

CCTGTCGTCC

CGCCCAGCAC

TGAGGAACAG

TGACCTCGTC

TCTTGACCTG

CAGTTTTCTC

TCTGGCTGCT

TGCCGCAATT

TCTTATCTGC

ATTTTTCATG

CTGCGGCATC

GTTCCATTCA

TTCAAAGGAA

TGTGCTGAAA

AACAACGACC

AGGTATTGCA

GCCGACTTGC

TATAGTAGGG

TGATGTCATT

TTGCAGGTAT

GCCGTGGGTT

GGCAGGATAT

TTTGGGTGAC

TCAGATGCCT

CATCCAGCCT

CACCACCCGG

CTCTGCAATA

ACCATCGCCA

TGGGTTGTTC

GCGCACTGAT

TAATGCGGTC

GGACCCGAGG

GCCACTACCA

TGCACCCCTG

AGCGTGGCCT

AACCTCCTGT

TGCCATGACC

GGGGACCCCG

ATGGTGCTTT

CTCAAATTTG

TTGTATGCGG

ATGTTGGGCT

GGCTGCAGAA

CTTGCATATC

CTGATGGATT

GGCATCGCCC

TCCATGTGGG

TGCGACGCCA

CACTTTCATC

TGTTCGCAGT

CAAATCCCGT

CTTGACCCGG

GGTAATGAGG

AAAGACATAA

CCGCCAGGTT

TACACACCTA

TCCATCCCAG

AGGCTCATCG

TGCAATCATC

CTTCAGCAAC

CAGAAGCAGC

TGTTACAGGG

CCTGTGGCCT

ACTATAGATT

AAGTCCCTAA

ATTTATGACC

TGTAACCTTG

ACAACTGTAG

TGCAAGTCTC

CAAGTAGCAC

CCAAAAGAGC

GATCGACTTG
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10621

10681

10741

10801

10861

10921

10981

11041

11101

11161

11221

11281

11341

11401

11461

11521

11581

TCGCTAGTAT

TGGTCGGGCC

ACATCGGGGG

CAGATTGTCG

CATTTATTGG

ACCTACCTAG

GGGCTGCTAA

TGCAACCGGA

TGATGGTCTG

TGCCCGATTA

GTATAGGGCC

TGGCAGTGAC

ACCTTGGGCC

AGAACACTGA

ACTATAATTG

ATACGTATCA

CTCCTGAGCA

GCGCCCAATT

ATCCATTTTT

CGAGCCTCAG

GGAATATCTC

CGATGTCAAA

GTCCCTGCCT

AGCCGTGTGC

GACGGCATCA

GAAAGGCGCC

TGCTAGGTTC

GGCAACAGCC

ACCGTATGAT

GCAGTGGAAG

AGATTGGGCA

GCATTGTGTA

TTTTGCCCTT

AGTGCCGTGA

ES 2 692 809 T3

GATGCCCGCT

CTTGGCACTC

GCCCTGCCAG

GACGCGGCTG

GGCACTACGA

AAAGACTCTG

ACTCTCACCG

AAATGCTGGA

ACAGCCTATT

ATTCAGCTAC

AATCGCAAGG

TACGGTGCTC

ATTTTGGGGT

ATTCTCGCAC

CGAGAACGCC

GGCACTGAAC

ACAGCAAGCC

CTGGTGTGGT

AAACACTCGT

AGGAAGAGGC

TCGGGGGGTG

TTGCTGTGGT

ATGTGTACCT

AACTTAAACT

TCCAGTTGGA

CCAAGGATGC

TTGTGCGAAC

AGGTCATTTT

TGCAGCCTTT

GCCGTATGAA

CACACGCAAT

TGCAAGTAGA

AATGGTCGGT

GTCATACTAT

TTCAACAGGA

AGCGAGAGAA

TCACCACATT

TGGGGTGAGT

CCCCGAACTC

GGATTTCAGG

AGGGCTGACA

CGTTGTGTAC

CACAGACTGG

GACAACAGCC

CAGACGAACA

TGACGGCAAA

TTACGGGCGC

GCTGGGCAGA

SEQ ID NO:21 Nucleétido que codifica ORF2 del PRRSV atenuado 94881

11611

11641

11701

11761

11821

11881

11941

12001

12061

12121

12181

12241

12301

ATGCAATGGG

GTCAGTTGTT

TTCTCGCCAT

TGGTTTGCTC

TCCTATGAGG

CCGTTGGGTA

CGCATTTACC

GCCACTCTCA

GTGGAGGCTG

GTTGGCAATG

ACACCAGGTA

TCCATCTTCT

CCAGCTCTAC

TTTACTGTGG

CGTGGATGCC

ATTGTTTGGG

CGCGTTTCTC

GCTTGCTACC

TACTTTGGCA

GGACCATGGA

CAAAACTGTC

ATTCTTGCCG

TGAGCCTGGA

CGAGGCCCAA

CCTCTGTGGC

GCTATGTTTT

AGTAAAATCA

TTCACTGAGT

TTCACTGTTG

CGTTCGCGCT

CAACTGCAGA

TATGCGAGTC

ACATTCGGGT

AAGGCTTGAC

CTTCCTTAGC

GTACAACACT

GTTGACCGAT

TTCGTCTGTT

TGGTTTCCAT

TCCTTGTTAG

CAGGCTGGTT

CTGCCATTCA

CCGGATGTCC

TCCCACCTAA

CAAGCGGCCT

GTAGTCACTC

TCACGACTCG

ACTTTGGACC

TTTAGGCAAT

ACCTTGTTCA

TGGCCCACGG

TGTGGTTGAC

ATTGGTCTTC

CTCTTCCGAA

CACAATTCGC

TTGACGAAAT

GGAAGCAGGT

ATTTCCAACA

CGATGCTGAA

GCGTTGAGCT

GGCTTATCAG

CAGTGCTTTG

CAACACATCA

SEQ ID NO:22 Nucleétido que codifica ORF3 del PRRSV atenuado 94881

12219

12241

12301

12361

12421

AT GGCTTATCAG CGTGCACGCT

TCCATCTTCT CCTCTGTGGC TTCGTCTGTT ACCTTGTTCA CAGTGCTTTG

CCAGCTCTAC GCTATGTTTT TGGTTTCCAT TGGCCCACGG CAACACATCA

CTATCAATTA CACTATATGT AAGCCATGCC CTACCAGTCA AGCTGCCCAA

AGCCTGGCCG TAACGTGTGG TGCAAAATAG GGCACGACAG GTGTGAGGAA

111

GCAGGGTATG

CTCACATTAT

CGTATAGCCA

CTTCCCCACG

ACATCGAAAT

TCGCCCGGTA

CGACCATATT

GATGTTCGAC

TGGTCAGCGC

ATCGATCCGT

CGGGCCGACC

TGGTTCGAGG

TTTGGCTTTG

GATTACACTG

GCCCGTGACC

CCCCGGCTGC

ATTGTCATCT

CTTCTCAGAG

CTATCGAAGG

AGTTAAGCAC

GGTCTCTCGC

TGTTAGTGAA

CCTGGCCGCA

AAACCTTGCC

CATCTTTCCC

CGTGCACGCT

GCTTCGAATT

TTCGAACTAA

GCTTCGAATT

TTCGAACTAA

CAAAGACTCG

CGTGACCATG
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12481

12541

12601

12661

12721

12781

12841

12901

12961

ATGAGTTGTC

CTTGGCTGGC

TAGGAAACGT

ATGGACAAAA

ACCATCATCA

CCTCCTGGCT

CTCGACGCAT

TCAGAACATC

CAGGAGGTCG

AATGTCCATT

TTTTTTGTCC

GTCGCGCGTC

TTCAACCATA

AATAGACGGG

GGTGCTCAAC

CTATCAGATA

AATTGTTTCC

TCCCAATGTC

ES 2 692 809 T3

CCGTCCGGGT

TTTTCCTACG

TTTGTGGATA

TCTGCCAGAC

GGCAATTGGT

ATCTCATGGT

TTAAGACCAA

AATCTCACAG

GTGAAGCCGT

ACGACAACCT

CGGCCCAATT

AGCGACACCA

ACAACATCTC

TTCATTTGGA

TTCTGAGGCG

CACGACCGCG

GGCCTCAACA

CGGCATTCCC

CAAACTTGAG

CCATCCGGAG

GTTCATTTGC

CGCGTCGTAT

ATGGCTGCGA

TTCGCCTGCA

GCTGCCGGTT

GCGCAAGGTA

CAGTACATCA

SEQ ID NO:23 Nucleétido que codifica ORF4 del PRRSV atenuado 94881

12761

12781

12841

12901

12961

13021

13081

13141

13201

13261

ATGGCTGCGA

CCTCCTGGCT

CTCGACGCAT

TCAGAACATC

CAGGAGGTCG

TAATGTGACC

TTTCTACGCC

CGTTGTTTCC

GCAGCACCAT

GAGGTGGGCT

CCATTCTTTT

GGTGCTCAAC

CTATCAGATA

AATTGTTTCC

TCCCAATGTC

GATGAATCGT

TCGGAAATGA

GCTTGTGTTA

TTGGTAATTG

ACAACCATTG

ATCTCATGGT

TTAAGACCAA

AATCTCACAG

GTGAAGCCGT

ATTTGTACAA

GCGAGAAAGG

ATTTCACAGA

ATCACATTCG

CTTGTTTGCT

TTCTGAGGCG

CACGACCGCG

GGCCTCAACA

CGGCATTCCC

CGCGGACTTG

CTTCAAAGTC

TTATGTGGCC

GTTACTACAC

TGCCATTCTT

TTCGCCTGCA

GCTGCCGGTT

GCGCAAGGTA

CAGTACATCA

CTGATGCTTT

ATCTTTGGGA

CATGTGACCC

TTCTTGACAC

TTGGCGGTAT

SEQ ID NO:24 Nucleétido que codifica ORF5 del PRRSV atenuado 94881

13309

13321

13381

13441

13501

13561

13621

13681

13741

13801

13861

AT GAAATGTTCT

TGCAAGTTGG

ACCGGCTTGT

TATAATTTGA

GCAGTCGAAA

ACAACAAGCC

GGCGAGCGGT

TTTGTCATCC

AACTTCATCG

AAATTGGGCA

GGGGTTAAAG

GGCATTTCTT

CTTGGTCCTT

CGATATGCGA

CCTTTGTGCT

ATTTCCTTGA

ATGTACTTAG

GTGCTGCTAA

TGGACGACCG

AAGCTGAAGT

CTCAACCTTT

GACTCCTCAC

TGTCGATGGC

GCTGAATGGG

TTACCCAGTT

TGCGCTCGGT

CAGCATGTAC

AAATTGCATG

GGGAAGAATC

CGGTGGTGAC

GACGAGGACT

TCTTGCTTCT

AACGACGACA

ACCGAATGGT

GCCACTCATA

CTCGGCGCTG

GGCGTTTGCG

GCTTGCCGCT

CATCGATGGA

CTTGTCAACA

TCGGCTGAGC

GGTGGCTTTT

GCTCGACATC

TGTCCGGTCA

TCATTTCACT

TGTCCGCCAC

CCTTCGCGGC

ATGCCCGCAC

AGTCTTCAAT

TTAAGCATGT

AATGGGAAGC

SEQ ID NO:25 Nucleétido que codifica ORF6 del PRRSV atenuado 94881

13902

ATGGGAAGC

CTAGACGACT

13921 TTTGCAACGA TCCCACCGCC GCACAAAAAC TCGTGCTGGC CTTTAGCATC

13981 CCATAATGAT ATACGCCCTT AAGGTGTCAC GCGGCCGACT CCTGGGGCTG

14041 TGATATTTCT GAATTGTTCC TTTACTTTTG GGTACATGAC ATATGTGCAT

112

GGTTATTATG

CTGTTCGGAA

GCCGAGCATG

GCGGTGTATT

CCATTCTTTT

AGCCCTGCTT

TCATGGTCCT

CCACTCCCCT

CGATAA

AGCCCTGCTT

TCATGGTCCT

CCACTCCCCT

CGATAACGGC

CCGCGTGCCT

ATATTTCTGG

AACACACTCA

CGTCTACGAT

GA

TTTGCTGTGT

CCAATACATA

TTTTGATTGG

GGGTTTTCTC

AGGATTCATT

GTTCGTATGT

CCGGTTTACC

AGTGGTGGAG

TGTCCTCGAA

CTAG

ACATATACAC

TTGCACATCT

TTTCAATCCA
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14101

14161

14221

14281

14341

14401

CCAACCGTGT

TCACAGAGTC

ACATTCTGGC

CTGGTAACCG

TACCTGGGCT

ACCTCGTCAA

CGCATTCACT

ATGGAAGTTC

CCCTGCCCAT

AGCATACGCT

TCGGAGCCTC

GTATGGCCGG

ES 2 692 809 T3

CTGGGGGCTG

ATCACTTCCA

CACGTAGAAA

GTGAGAAAGC

GTGCTGGGCG

TAA

TAGTCGCCCT

GATGCAGATT

GTGCTGCAGG

CCGGACTAAC

GCAAACGAGC

TTTGTGGGGT

GTGTTGCCTA

CCTCCATTCA

ATCAGTGAAC

TGTTAAACGA

SEQ ID NO:26 Nucleétido que codifica ORF7 del PRRSV atenuado 94881

14413

14461

14521

14581

14641

14701

14761

14821

ATGGCCGG

ATGGGGAAAG

CAGCGCCAGC

CCCCTAGCTG

TTGCAATCGA

GGGAAGGTCA

CGCGTGACTT

CGCGATTGAC

TAAGAACCAG

GCCAGCCAGT

AATCTAGGGG

CTGAAGATGA

TCCAGACGGC

GTTTCCAGGT

CTACATCCGC

GTGTGGCCTC

AGCCAGAAGA

CAATCAACTG

AGGACAGGCC

CATTCGGCAC

TTTCAATCAA

TGAGTTCATG

CAGTCAGGGT

TAA

AAAGAAGAAA

TGCCAGTTGC

AAAAAGAAGA

CATCTCACCC

GGCGCAGGAA

CTGCCGGTTG

GCAAATTAAT

TGCAGCTCCG

TGGGTACAAT

AGCCTGAGAA

AGGCCGAACG

CTGCGTCGCT

CTCATACAGT

TTGACAGTCA

SEQ ID NO:27 Nucledtido que codifica ORF1a del PRRSV atenuado 94881

178

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961

1021

1081

1141

1201

1261

1321

ATG

TCTGGGATGT

CAAGTCTATT

ACGGACCTCG

CCCATTGGTA

TTTCCTTTAG

GCTGACGTAT

TACGAGCGTG

GCGAACTCCA

TCCCCTTTGC

AGCATATACA

CGCATGATGT

CTAGAACACC

GCCGATTGGG

TGCGGCTACC

TTGAGCCAGT

CAAACCAAGT

CGTGCTGTGG

TGGATCAGGC

CTTCGCATTG

AAGTGGTATG

TCTCCCGGTG

GCACACGGTG

GTGCAGTTGG

TCCCCCAGGT

CGCGCATGAC

TGTACCGTGA

GTTGCAATTG

TGCACGTGTC

CTCAACGGGC

GGTGGGAAAA

GGACTCCGGA

AGGTCAAGGT

AGCTCACTGA

TTGTTCGGGA

CAGCCGAAGT

GGGGTGTGCC

TCGACCCTGA

ACTTGACCCT

TGCCGAACAC

GTGCCGCCGG

CATGTGCACC

TCTCAGTGCA

CTTGTTTCAC

GGAATGTTCT

CTCCGGCAAT

CGGTTGCTTA

GTATCCGATT

CGACCAACCG

TTGTCGGCAG

ATTTGTAATT

ATCCGATGAC

CCTTGTTCGG

GTCCCCTGAG

CCCGGCTGTA

GCTCAGTCGC

TGGCAAGTAC

TGGTCCCATT

GAATGATGAT

AGAGCCTACC

CAAACGGGCC

CCGGCTGCCC
CGGTCTCTTC
AAGCCTAAAG
CCATCTGGGT
CACAACTTCC
ACCCCTAGAC
ACGGGGCCTG
TTCCCTGGTG
CCGTTCTGTC
TTTATGGATT
TCCACGGCTT
AGCTTTCCCG
AACGGTTTTT
TCCGAAGGCA
GAGGCGCATC
ATCCAGCGCA
CACGTTGAAG
GTCACCCCGG
ACACACCGGA

CGTGGCAAGC

113

GGGTATTTTG

TCTCTCCAGA

ACAAGCTCCA

GTTGCTGGCT

TTCAACGACT

ACCTCCGTGA

TGCCTGGGAT

CCACTCATGT

CGTTCGAAGA

CCTCCTCCGA

TGGAAGTTCT

CCCATCACCT

CCTTCAGCAC

AGTGTTGGCT

TGGCTACCGC

GACTTCAAGT

CATTGTCTTG

GATTCGTTCG

TCTTTCGTTT

GTGCCGCCAA

GTTTACAGCC

GGCCGGCGAT

ATCCCAGCGT

GGCACTCTAG

GGAGTGGTTA

GATAAAGTCC

GCCACATTTT

TTCCCTCTGC

TTCATCCAGC

GCGCCTGATT

GGTGAATGGC

GAACGCCGGC

ACTTCAGGAC

TTGGAAAGTT

GTCAACCATT

CGTGAAGGTT

ACTCCAAGTT

GGCTGTGTAC

GTTAACAAAT

GGCCCATTCT

CGGTCGATCT

GCCGCCCGAG

TGTCGACCTT

GTCACATCCT

TTCCTGCTTT

CTATGGTTAC

TCACGGTCTC

CCCCCAGTCT

CCTAATGTCT

TGGAGTGCAC

AAGTGAGAAA
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1381

1441

1501

1561

1621

1681

1741

1801

1861

1921

1981

2041

2101

2161

2221

2281

2341

2401

2461

2521

2581

2641

2701

2761

2821

2881

2941

3001

3061

3121

3181

3241

3301

3361

3421

3481

3541

GACTCGGCTT

TCCCCACCTG

ATTAATAATG

TCTGATGGTG

AACCGCGCCT

GAGGTGAGGC

TCTGAAGGCT

GCCCTGGCGT

CTTGCCAATC

CCGGAGCAGT

TGCGGATCCA

AGCTCCAAAC

TCCGTGACTC

TGGGAAGAGC

TCTAAGGAAA

GTCCTTACCG

CCACTGGATT

CCGGACAATT

GCGAGGCCTG

TTTCTGGATT

TGGCCTGTAA

TTTGTGAAGC

TCCGAAGCCA

ATCGATTTGA

TTCAGGCGCC

GTTCATGCAA

AGTCGTGCGA

AAAACTTGGC

CTCCCTGACA

AGTGCCGGCC

ACAAAACCGG

GAAGATGCCA

GTGGGTGGAG

CAGCGCCTTA

CTTTTCTCGC

CTTGCTCTCC

TTTTCTGGTT

CCACCCTCAA

CGGACGGGTC

ACTTCACGTC

ACCTTGCTCA

GCCCTAACGC

CTGGAATGGC

GTGTCGCGTC

CTGCTTATAG

CACCTCCCCA

CCGGCTTCTC

CAGAAGGGGA

AGGCCATGGC

TGAACGAGTG

CCAAAGACCC

CAGCCCCTGA

AGGAACTTAG

TGACTTGGCC

TGAGCTCTGG

CACCCCGTCT

TGCCTGACGT

GGGCTACCGC

CTCGAGGTGT

GTTCTGTCGT

CAACTTCGAA

CGCGTTTCTC

AGATAAAGAG

CCCCAGCCAC

GCTGCACCTC

TGATTCAAGA

TGAAGCAACT

TTGGACCGGT

TCTCCGCTGA

GTTGGAAAAG

CGACATGGGT

CACGGGGCTC

TGCTCTGCCG

CTGTGCGGTG

ES 2 692 809 T3

GGTTGCCCGA

TTGTGGTTGG

CCCTCTGCCT

GGCCATTCAA

CAAATACCTC

TCCTCGCTCC

GCCTTACCCG

ACTGCCTTCA

GGAGTTCTGG

TAGTCTGTAT

ATTCATCTAT

CCTCCTTGCA

CTTCCCCACG

TGGCGCTGCT

AGAAGCTCAA

CGAGCAACAG

AACCTTAACC

CATTGGTGCC

TGTTGAGCGC

GCAGACCTCG

GTCTGACCCC

TTTCTCTGAT

CGATGACCGG

CGAGACGCTC

CGCGCAAGCT

TCGGGTATAT

CAAGAAGTGG

GCAGTTCCAA

CACACCGCCT

GGTGGCGCAG

GCTTGACCAG

CAAGCCACCC

TTTTATGCTC

TTTTGAGGTT

TATGGCTCCA

TTCTTACCCA

TGTTCGTTTG

CCGACTTCCA
CATGCCCTTG
CGGTACAACA
TGTTTGCAAC
GTAAAACTCA
CTCTCTCGTG
GAGGACGGGT
GACTGTGTTT
ACTCTTGACA
AAATTGTTGT
ACTGTTGAGA
AAAATTAAGG
GATGTTCCAG
GTTGTCCTAT
GCGAGAAACC
GTGCAGGTGG
GCTACGGCGA
CAGCCCGCTA
TGTGGCACGG
GACCAGCCTT
GGTTGGATCC
GGCGAGTCGG
ACAAAAGAAG
TCTGGGTCTG
TTAATCGACC
GAACAATGCC
CTCGACAAAA
GCTGGTCACA
CCTGTTCCCA
TGGGATAGGA
ACCGTCCCTC
CATTCGCAAA
TCCGGCACCC
CTCTCCCATC
GGTGATTGGC
ATACTCGGAT

GGTGTTTTTG

114

CCAGTGGAAT

CCGCCATACT

GGCCGGAGGA

TACCTGCCGC

ACGGAGTTCA

AGTGCGTTGT

TGCCTAAACG

GTGATGGTAT

AAATGTTGAC

TAGAGGTCTT

GGATGTTGAA

TCCCATCCTC

TCAACTCTGA

GTCCATCGGA

GTAAGGTCCT

TTGAGGGTGA

CCCCTGTTAG

CCGTTCAAGA

AGTCGAACGG

TAGACCTGTC

ACGGTAGGCG

CCCTTCAGTT

CTCCGGTGGT

ACCCCTTTGA

GAGGTGGTCC

TTCAAGCTTG

TGTGGGACAG

TTCTTGAGTC

GGAAGAACCG

AATTGAGTGT

TGCCTATGGA

ACCCTTCTAG

GTTTCGCGGG

TCCCAGCTTT

TGTTTGCAGG

GCCTTCCCTT

GTTCTTGGAT

CGTCACCTAC

GAACCGGATG

CGATTGGGCT

CATAGCTCGG

TTGGGAGGTA

TGGCGTCTGC

TGCACTTGAG

TATTGACTTC

TTCCCCGTCA

GCCGCAGAAA

GGATTGTCCG

AAAGGCCCCA

GTTAATATCT

TGCAAAAGAA

CCACCCTGTG

TCAGGATATG

AGGGCCGGTA

ACTCATTCTG

CAGCAGTTCA

CCTGGCCGCG

TGAGCCTGTC

CGGAGAGCTT

TGACGCCCCC

ATTCGCCAAA

GCTTGCCGAT

TGAACCTGGT

GGTGGACATG

CCTCAAATTC

AGCTGGTGAC

GACACCCcCcCC

CATCCAGCAA

TCAAGTAGAT

GTCCGTTAGT

TATGCTCACA

TGCTGTTCTA

ATTGGGTGTC

GGCTTTTGCT
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3601

3661

3721

3781

3841

3901

3961

4021

4081

4141

4201

4201

4321

4381

4441

4501

4561

4621

4681

4741

4801

4861

4921

4981

5041

5101

5161

5221

5281

5341

5401

5461

5521

5581

5641

5701

5761

GTATTTTTAT

GAGTGTCATG

CTTGTGGTCG

CGTTGTCTCT

ATTTATGTGG

CCTGCAGAAG

TCCTTGTGTG

TGGCGCGGGT

TATGCCAACT

CCCAGTCAGG

CCTACGCCCG

GTCCCAGTCA

CGCTGCGGTT

CAGACCCCCC

GCCGTGGCCC

TCACCTCAAG

CCTACTTATG

ACCCTGCCAT

TTGGTGCTTG

ATGGTCTTTT

TTTCCTATGC

TTTTTGGTGT

TGGGCAGTTG

TATACCTCCG

GCGGCCGTTC

GGATCCCTTC

GTAGGCTCTT

ACTGCCACCC

ATGCACACGT

GTTGCCCCTA

ACCGGAGTCG

GACTCAGGGT

AACAAACTCG

ACTAGGCTCT

AAGTTGAGCC

CTTGCTTCTG

TTCCTTCTCT

TCTCGACTCC

CTGAGCTTTT

GGCCATCGGG

GGTTTGTTCT

TGTCCCAAGG

TGACCCTTAA

ATCGGTTCCA

GCTGGTGTGG

TGGATGAAAA

CCATTAAATG

AGGTCGTCCG

ACCCAGATTG

ATTCGACAGC

TCAGGAACTC

AGGTATCTGT

TGTGTGGTCG

GCCCCGGAGT

TGTTCTCAGC

CCTCCTTGGG

TGGCGTTTTG

TCTTGAGGTG

TTTGCCTACC

GCCGTTTCAC

GACCACGTGG

GGAGAGCCGC

TTGAAGGTGC

CCCTTGGTTC

ATGTGTTGAA

TCAATACTAA

TGGTTAAGAT

AACCTGGCAT

CACCTGTCAT

GTTCTGGTCT

CTGACCTTTC

CAGCCATCAT

TCCCCGTGAT

GGCGCATGAT

ES 2 692 809 T3

ACCCGACCCA

GGCTCTTGAG

CCTCTTATGC

CCTACGTATA

GCGTTGTCAC

TGTGTTTCCT

AGCGCCAAAA

TGAGAGCCCT

GAAGATATCC

CCTGAAAGTT

TGTGTCTGAG

CAGGGTTGTG

ACAACTGGTC

TGTCCCCACC

GTGGACTCTT

AGGGACCTCT

TGTGTGTTCC

CGTTGCCCAT

CGCTTTAGCC

TGCTTACGCC

GGTAACCCTT

AGCTGCCGGC

CCAGGTTGCC

TGCAGCTGCT

TTTGACTGGA

TTTCAGAACT

TGGAGGAGTT

TGGTAACACA

TGGTGATTAT

CGCTAAGGGG

CATGGGGGAA

TTCAGAAGCT

TGTGACAACC

TAGACATTTT

CCCTGATGTG

GGAAGGTGGC

GGGCCATGCC

GTCGGTTCTT
CAGCGCCAAC
GTCATTCTTG
TGCATGCTCG
AAGTGTTGGG
TTTTCGCGCG
GGAGTTGACC
ATTCATCAAT
GCCCAGACGG
TTGCAGGCAG
ATTCCCTTCT
GTAGATTCGG
CTTGGTCGGG
AAAACAACTG
GTTCATTTCA
GACCCGTGGT
TCTCGACTCT
CTTTCCGGTA
CACCGCTTGG
TGGCCCATGA
CATCCTCTCA
GTTCTCTCGC
GGAATTATCA
GTAGCAACGG
CGGACTTTGA
CAAAAGCCCT
TTCACCATTG
GCCAGGGTCA
GCCTGGTCCC
TATCGCGGTC
GGATTCGCCT
GGTGACCTTA
CCTGAAGGGG
GCAGGTCCAA
ACAACTATTC
CTCTCAACTG

TGGACACCCA

115

CTTGTGACCA

TTTGGGAACC

GCAAGTTACT

CAGATTTGGC

GAAAGTGTAT

CCACCCGCTC

CCGTGCACTT

CACACCAAAA

TGATTGCTGT

GAGGGGCTAT

CGGCCCCATT

ACACTTTTGT

GCAACTTTGC

GTGGGGCCTC

TCCTCGGCCT

GTTCGAACCC

GCGTGTCTGC

GAGAGGTGGG

CTCTTAAGGC

GCTCCTGGTT

CTATGCTTTG

TGGGAATAAC

CACCTTATGA

CTCCAGAAGG

TCTTCACACC

GCCTTAACAC

ATGGCAGAAG

CTGGTGATTC

ATGCTGATGA

GTGCCTACTG

TCTGTTTCAC

TTGGAGTCCA

AGACCTGCTC

GCGTCCCTCT

CGAGTGACTT

TCCAGCTTTT

TTGTTGCCGT

CGATTCGCCG

TGTGCGCAGC

CGGTGGGTCA

AATTTCTCTT

AAGGACGGCT

ATCTCTTGTG

GGCGACAGGC

ACCGATAGCT

CCCGTATGAT

TGTGGACCAG

TTTTCCGAAG

GGCTGCGGTC

CAAGCTAAAT

ATACACCCTT

TTGGTTAACG

TTTTTCGTAT

CGACGGAGTT

GATTTTTATT

AGACATGTCA

AATTTGCTTC

GGTGCACTCA

CGGTCTTCTT

CATCCACCAG

TACTTACATG

ATCTGCAGTC

CGTGAATGTC

AGTCATCGTC

CTACAACCGC

CTGGCAAGGC

GCAAACGTCA

TAACTGTGGC

TACCGGTTCA

CATCAAGGAA

TGGGGACATT

GGCATCGCTC

GTGCGTCTTT

AGGCTTCTTT
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5821

5881

5941

6001

6061

6121

6181

6241

6301

6361

6421

6481

6541

6601

6661

6721

6781

6841

6901

6961

7021

7081

7141

7201

TTGCTGAATG

GTACTTGCAT

GCTCTCAACC

GCCACAGAAA

TACTGCTTCC

GGGCTCCATG

CTGGTTGGTG

CTTAGGAAAG

GCTTGCAAGT

TTTGTGTCCG

AGAGCTCTGC

GCCAAGCTCG

GTTCTGCTTG

AAAACTGTGT

GTCGTGTCCA

CTTTTTGAAA

AAAAAACACT

TGGGACAAGT

GCTTTTCAGG

CCCCAACAGG

ATTACGTATA

TGCCTTGAAG

GACCTTACAG

ACCACTGAAC

AAATTCTCCC

GGGCCACCCC

GCAACAGGTT

TCGGGACTTT

TGCCCAGGTT

CCCTCGGCGT

ATGGGAGTTT

GCGTGTCGCA

TGTCGCAAGC

CTTCAAACAT

GTCAGGAGCT

AGGCTTTCGC

GGCAACACCC

CTGTGCAAGA

ACACGCCCGT

ATGGCCCGCG

GTGTATCCCT

CTAACGGCGA

ACAGGTCAAC

GATTCGATCC

ACAGGCATCT

CTGCCAGACT

CTACCGAAGT

AGGCTTTAAA

ES 2 692 809 T3

AGCAGTCTTG

CTGGTCGGCA

GTCCCTGGCG

TGCTGGTGGA

CCTTGCTGTG

AATTTTGTGG

CTCAAGCGCT

GTCCTGTGGC

TGACCTTGAT

GAAAAATGCA

GGCCTCCTTG

TGAGACGGCC

CCATGGATCC

AACACGATGC

GGATACCTTG

CCATCGCAGC

CGGCTTCCAC

CACCTTTTAC

CGACTATAGA

AAAGTCCGAA

GGTCAAAGGT

GTCCCTTGAG

GGAGAAACTA

CTGCTAGCCG

GTCCGAGCTG

CAAGTGTTGA

TTCTACGCAC

TGGCCTGAAC

ACTAGTTATG

TTATTCAAAT

TTCTTCCTAC

ATGAATAACG

TTTTTGTCCA

GCTGGCCAAT

GTTCAGGTTG

ACTCCGTCAC

ATCCTCGACA

CTGGGTGGTT

ACCGGCATCC

GAGGACGACG

AAAATCAATG

ACGGATGATT

GACAGGGATT

GCCCCTGTTG

AAGGAGGTCC

CAAGCTCTTG

AAGCGCATCA

CCAGCGGCTT

TGTTCTCTTT

TGATTAGACT

TCGGAGGTGT

TGTCCCAAGC

TCCCCACCAT

ACCGATGCCT

GGTATTTTGC

AATCCCTGAC

GTTTAACGAA

ACATCGAGGC

ACAAGATGAA

TTGACACAGG

TTAATGTGGG

CCAAATTCAG

CACTTCAGAC

ACCTTAAAGT

GTAAAGTTTA

CCCGATACAC

ATGAAGGTGT

GCACTGTTGT

TAGTTCCCAA

CTGGGATGGG

TTAGTCAACT

GACCCGCTGT

SEQ ID NO:28 Nucledtido que codifica ORF1b del PRRSV atenuado 94881

7209

7261

7321

7381

7441

7501

7561

7621

7681

7741

7801

7861

AC

GCCTAGTTGT

TAGGCTCTTT

GGCACGCTGT

CCCTTGTTGA

ATGGGGCCGG

AGGTAGAACT

CCCCTAACCT

AAGGTCGCCT

AGTCCGCAAT

AATCCACGCT

ATAGTGTCAT

AGGCTTTAAA

AACTGAAACG

AGACCTAAAA

CGTGGCGAAC

CGTTCTCCTC

GAATATGGGC

AGAGTTGTCC

CCAACTCCCC

TGTCAACACT

TCATGCGGCT

GGGTACCACT

GGAATACCTT

CTGCTAGCCG

GCGGTAAAAA

GTCACCTCCG

TTATGTTCCG

AAACCCGGAC

GTGAACGGTT

AAGCAAATAA

TACAAGCTTT

AGGTTTGGAG

TGTTGCCTGC

CTTCAACATG

GATTCACGCC

CCAGCGGCTT
TCGTAAAATA
AGGTGGAGGT
GTGTCGTCTT
TTGACACAAC
CTATTTGGGA
TCCAAGCATG
ATCCTGTCAG
ATTTACCTTA
ATCCCAATGG
GTTTCGAGCT

CTGACACCCC

116

GACCCGCTGT

CCACAGCAGA

GAAGAAATCA

GATGAGGCCT

ACCCGGCATT

TTTTGAAACT

TGAAGTCAGG

GGGGGACCCC

CAAAACTCCC

GGTCCTCGTG

TTATGTCCCC

TTTTATGTGT

TGCACTCTTT

CCTCACGGCG

CGTTGGCCTG

CCTCTCGACA

CATCATCGGT

CCACAACATG

TGAGGGTAAT

AGCTGCTTTG

CTTCAAGTGC

GGCGTATGCT

AGGAGTATTG

TGACGTGATT

GGGTGAAAGG

TGTCTGCACT

GCCAACCCCA

TGAGAGAATG

CTGCAAAATT

TCAAGACCAT

ACAGACCGCC

AATCGGTGGC

ACCTGACAAC

CCAAACTTGT

CCAAGGTCTG

GGCCGCGGCG

GGCCGCGGCG

ACTTTCACCT

ACTGAGCAGG

CACCCACCGT

CAACCAGGGC

GCACCCACAA

CGCGGGGACG

GAGCGGCGTA

CAAGACACCA

TCTGATGGTA

ACTGTACCTT

ACTAAACATG



10

15

20

25

30

35

7921

7981

8041

8101

8leol

8221

8281

8341

8401

8461

8521

8581

8641

8701

8761

8821

8881

8941

9001

9061

9121

9181

9241

9301

9361

9421

9481

9541

9601

9661

9721

9781

9841

9901

9961

10021

10081

GCACTTCCAA

TCTTGCCTGG

CACCACTGTT

AGAGGTTCCC

CCGTCAAGGA

AACCTAAAAC

CACTCAGTGG

GGAAAAACAA

TGGCTTCCTG

ATGAACTTGC

TTGTGGCAAC

TCACCAGTGT

CGGCCTTGAA

AGGACCTTCT

AAAGACCCAC

TTAAAACGGA

TTGAAGCAGG

ATATGAAGGC

CGTGTGCTTG

GGTGTGCTCG

AGAAGCTGAA

AAGCCGACTA

AACACTGCCC

GTCAGTCACC

ACAAACCTCC

GAAGATATCA

TTGATCTTTC

ACATGGTGAA

CCGGAAAAAC

CTCATCAGAC

GAGCCTCAGG

CCAGCGGACA

TAGACATTCT

TTCACCCGGT

TGACCACCAT

AGAAACTTGA

TTGGTCAGGT

GGCTGCTGCA

GGTCCTACGC

CCTTCCATCA

AACAAAGGAT

AAATTGGCAG

TAGAACCATC

TGTCACCCAG

GTTTAAGGAA

CGATCGCAGC

AGGATGTGAA

GCAGGATGGC

GTCCAACACC

GATGGGTCAT

TGAAATCCAG

TTTTCCCAAC

CCCAAAGAAA

ACGGCAGTTA

GCAGAACGCC

CATTGACCAT

CCAGGACGGT

AAGTCATAAC

TGCGTCCGCC

AGTCACTCTG

TGTCGGGGCT

TCGTACCATT

GTCCCGTCGA

TGATGGAGAC

GGTGGCTTGC

CACCTGGCTA

AATGTTTGAC

ACTCCCTTTT

TGTCCCTGGC

AAGGCTGCTT

CGGCTTTGAT

TTATAGATTT

ATCCAAGGCC

CCTGACACCG

ES 2 692 809 T3

GAGGACCTCC

CTAGTGCGCA

ACCTACCCTG

GTCCAGAGCA

ACTGTGACAC

CTAGGTACCA

GCGTTCATGA

TTGCATTGCA

ACCcCcceeea

GAGTACTTGC

GCTTTCACAA

GTCTACTCAC

GAAATTGGTC

CCCATGTTAG

TACCATTGGT

ACTGTCATAA

GTCCCCAATC

TCAGAGTATT

GACCCCGAGT

TACCGTTTTC

GAAGGGAAGA

TGTGGACTTG

AGCTGTGGCC

GGCAAATCCC

ATCATGAAGG

GGTCTTGTTG

TACCAAGTGG

AACGTACTAC

CTGAACCAAG

ATAGTCAGTG

CCACCACCTG

CGAGTGTCAT

TCCAAAACAC

TCCTATTGTT

GGCCCTAACA

AGGAACACCA

TACCACAAAG

AAAAATATGA
GGTTCATCTT
CCAAGAACTC
TACCTGAAAT
CTTGCACCCT
ACAACTTCAT
AGAAGGCCTG
CTGTCGCCGG
TTGTGAGGTG
CTAGCTACGT
AACGCGGTGG
TGATAATTTA
TCAAGTTCCT
TGTATTCTGA
GGGTCGAGCA
CTGATAAACC
GCGACCGTAT
ATGCGTCCGC
GGTATGAGGA
CAGGCCCGGC
AATGCCGTCA
ATTTGTGTTT
ACCATGCCGG
CCCTTGACGC
TGGACAACAA
CAGTCAAAAG
TGCCTCTTTT
TCAGCAAGTT
TCCAGGACGA
CTCTTAAAGT
CCAGGTCCGG
ATCTCGATGA
CCCTTGTGTG
ATGTGTTCGA
TCTGTGCAGC
GAGTGGTTTT

ATCGTACCGG

117

CCTATCCACT

TAGCCATGTT

CATGGCAGGG

TGATGAAATG

CAAAAAACAG

AGCCTTGGCT

GAAGTCCCCA

CAGATGCCTT

GTTTGTTGCC

GCTCAACTGT

CCTGTCGTCC

CGCCCAGCAC

TGAGGAACAG

TGACCTCGTC

TCTTGACCTG

CAGTTTTCTC

TCTGGCTGCT

TGCCGCAATT

CCTTATCTGC

ATTTTTCATG

CTGCGGCATC

GTTCCATTCA

TTCAAAGGAA

TGTGCTGAAA

AACAACGACC

AGGTATTGCA

GCCGACTTGC

TATAGTAGGG

TGATGTCATT

TTGCAGGTAT

GCCGTGGGTT

GGCAGGATAT

TTTGGGTGAC

TCAGATGCCT

CATCCAGCCT

CACCACCCGG

CTCTGCAATA

CAAGGGTTTG

GGTAAGGCGC

GTCAATGGCC

TGCGCCCGTG

TACTGTTCCA

CACAGGTCAG

ATTGCCTTGG

GAGGCTGACC

AACCTCCTGT

TGCCATGACC

GGGGACCCCG

ATGGTGCTTT

CTCAAATTTG

TTGTATGCGG

ATGTTGGGCT

GGCTGCAGAA

CTTGCATATC

CTGATGGATT

GGCATCGCCC

TCCATGTGGG

TGCGACGCCA

CACTTTCATC

TGTTCGCAGT

CAAATCCCGT

CTTGACCCGG

GGTAATGAGG

AAAGACATAA

CCGCCAGGTT

TACACACCTA

TCCATCCCAG

AGGCTCATCG

TGCAATCATC

CTTCAGCAAC

CAGAAGCAGC

TGTTACAGGG

CCTGTGGCCT

ACTATAGATT
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10141

10201

10261

10321

10381

10441

10501

10561

10621

10681

10741

10801

10861

10921

10981

11041

11101

11161

11221

11281

11341

11401

11461

11521

11581

CATCCCAGGG

ACAAATCCCG

CTCATGACCA

CGTTCAGCCG

CGAAGGCCCT

TCTTAGCCGC

ATAACCTGGG

TGGCGCCACA

TCGCTAGTAT

TGGTCGGGCC

ACATCGGGGG

CAGATTGTCG

CATTTATTGG

ACCTACCTAG

GGGCTGCTAA

TGCAACCGGA

TGATGGTCTG

TGCCCGATTA

GTATAGGGCC

TGGCAGTGAC

ACCTTGGGCC

AGAACACTGA

ACTATAATTG

ATACGTATCA

CTCCTGAGCA

GGCGACCTTC

AGCACTTGTA

ACTCCAGGAG

TGGGGATGAG

AGAGACAGGT

TTGTTCGGCC

GTTTTACTTT

TTGGCCAGTG

GCGCCCAATT

ATCCATTTTT

CGAGCCTCAG

GGAATATCTC

CGATGTCAAA

GTCCCTGCCT

AGCCGTGTGC

GACGGCATCA

GAAAGGCGCC

TGCTAGGTTC

GGCAACAGCC

ACCGTATGAT

GCAGTGGAAG

AGATTGGGCA

GCATTGTGTA

TTTTGCCCTT

AGTGCCGTGA

ES 2 692 809 T3

GACATTGTGA

GCCATCACTC

TTTTTCAACT

CTGGTTGTTT

TCACCCCGAT

AGTCTAGAAG

TCCCCGGACA

GTCACCCACC

GATGCCCGCT

CTTGGCACTC

GCCCTGCCAG

GACGCGGCTG

GGCACTACGG

AAAGACTCTG

ACTCTCACCG

AAATGCTGGA

ACAGCCTATT

ATTCAGCTAC

AATCGCAAGG

TACGGTGCTC

ATTTTGGGGT

ATTCTCGCAC

CGAGAACGCC

GGCACTGAAC

CATTGCATCT

GGGCAAGACA

TAACCCCCGA

TGAATGTGGA

TTCGAGTATC

GGAGCTGCAT

GCCCAGCTTT

AGAATAATCG

ACAGCAAGCC

CTGGTGTGGT

AAACACTCGT

AGGAAGAGGC

TCGGGGGGTG

TTGCTGTGGT

ATGTGTACCT

AACTTAAACT

TCCAGTTGGA

CCAAGGATGC

TTGTGCGAAC

AGGTCATTTT

TGCAGCCTTT

GCCGTATGAA

CACACGCAAT

TGCAAGTAGA

ACCATCGCCA

TGGGTTGTTC

GCGCACTGAT

TAATGCGGTC

GGACCCGAGG

GCCACTACCA

TGCACCCCTG

AGCGTGGCCT

AATGGTCGGT

GTCATACTAT

TTCAACAGGA

AGCGAGAGAA

TCACCACATT

TGGGGTGAGT

CCCCGAACTC

GGATTTCAGG

AGGGCTGACA

CGTTGTGTAC

CACAGACTGG

GACAACAGCC

CAGACGAACA

TGACGGCAAA

TTACGGGCGC

GCTGGGCAGA

SEQ ID NO:29 Nucleétido que codifica ORF2 del PRRSV atenuado 94881

11611

11641

11701

11761

11821

11881

11941

12001

12061

12121

12181

ATGCAATGGG

GTCAGTTGTT

TTCTCGCCAT

TGGTTTGCTC

TCCTATGAGG

CCGTTGGGTA

CGCATTTACC

GCCACTCTCA

GTGGAGGCTG

GTTGGCAATG

ACACCAGGTA

TTCACTGTGG

CGTGGATGCC

ATTGTTTGGG

CGCGTTTCTC

GCTTGCTACC

TACTTTGGCA

GGACCATGGA

CAAAACTGTC

ATTCTTGCCG

TGAGCCTGGA

CGAGGCCCAA

AGTAAAATCA

TTCACTGAGT

TTCACTGTTG

CGTTCGCGCT

CAACTGCAGA

TATGCGAGTC

ACATTCGGGT

AAGGCTTGAC

CTTCCTTAGC

GTACAACACT

GTTGACCGAT

TCCTTGTTAG
CAGGCTGGTT
CTGCCATTCA
CCGGATGTCC
TCCCACCTAA
CAAGCGGCCT
GTAGTCACTC
TCACGACTCG
ACTTTGGACC

TTTAGGCAAT

118

TGTGGTTGAC

ATTGGTCTTC

CTCTCCCGAA

CACAATTCGC

TTGACGAAAT

GGAAGCAGGT

ATTTCCAACA

CGATGCTGAA

GCGTTGAGCT

GGCTTATCAG

AAGTCCCTAA

ATTTATGACC

TGTAACCTTG

ACAACTGTAG

TGCAAGTCTC

CAAGTAGCAC

CCAAAAGAGC

GATCGACTTG

GCAGGGTATG

CTCACATTAT

CGTATAGCCA

CTTCCCCACG

ACATCGAAAT

TCGCCCGGTA

CGACCATATT

GATGTTCGAC

TGGTCAGCGC

ATCGATCCGT

CGGGCCGACC

TGGTTCGAGG

TTTGGCTTTG

GATTACACTG

GCCCGTGACC

CCCCGGCTGC

ATTGTCATCT

CTTCTCAGAG

CTATCGAAGG

AGTTAAGCAC

GGTCTCTCGC

TGTTAGTGAA

CCTGGCCGCA

AAACCTTGCC

CATCTTTCCC

CGTGCACGCT
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12241 TCCATCTTCT CCTCTGTGGC TTCGTCTGTT ACCTTGTTCA CAGTGCTTTG

12301 CCAGCTCTAC GCTATGTTTT TGGTTTCCAT TGGCCCACGG CAACACATCA

SEQ ID NO:30 Nucleétido que codifica ORF3 del PRRSV atenuado 94881

12219

12241

12301

12361

12421

12481

12541

12601

12661

12721

12781

12841

12901

12961

AT

TCCATCTTCT

CCAGCTCTAC

CTATCAATTA

AGCCTGGCCG

ATGAGTTGTC

CTTGGCTGGC

TAGGAAACGT

ATGGACAAAA

ACCATCATCA

CCTCCTGGCT

CTCGACGCAT

TCAGAACATC

CAGGAGGTCG

GGCTTATCAG

CCTCTGTGGC

GCTATGTTTT

CACTATATGT

TAACGTGTGG

AATGTCCATT

TTTTTTGTCC

GTCGCGCGTC

TTCAACCATA

AATAGACGGG

GGTGCTCAAC

CTATCAGATA

AATTGTTTCC

TCCCAATGTC

CGTGCACGCT

TTCGTCTGTT

TGGTTTCCAT

AAGCCATGCC

TGCAAAATAG

CCGTCCGGGT

TTTTCCTACG

TTTGTGGATA

TCTGCCAGAC

GGCAATTGGT

ATCTCATGGT

TTAAGACCAA

AATCTCACAG

GTGAAGCCGT

ACCTTGTTCA

TGGCCCACGG

CTACCAGTCA

GGCACGACAG

ACGACAACCT

CGGCCCAATT

AGCGACACCA

ACAACATCTC

TTCATTTGGA

TTCTGAGGCG

CACGACCGCG

GGCCTCAACA

CGGCATTCCC

CAGTGCTTTG

CAACACATCA

AGCTGCCCAA

GTGTGAGGAA

CAAACTTGAG

CCATCCGGAG

GTTCATTTGC

CGCGTCGTAT

ATGGCTGCGA

TTCGCCTGCA

GCTGCCGGTT

GCGCAAGGTA

CAGTACATCA

SEQ ID NO:31 Nucleétido que codifica ORF4 del PRRSV atenuado 94881

12761

12781

12841

12901

12961

13021

13081

13141

13201

13261

ATGGCTGCGA

CCTCCTGGCT

CTCGACGCAT

TCAGAACATC

CAGGAGGTCG

TAATGTGACC

TTTCTACGCC

CGTTGTTTCC

GCAGCACCAT

GAGGTGGGCT

CCATTCTTTT

GGTGCTCAAC

CTATCAGATA

AATTGTTTCC

TCCCAATGTC

GATGAATCGT

TCGGAAATGA

GCTTGTGTTA

TTGGTAATTG

ACAACCATTG

ATCTCATGGT

TTAAGACCAA

AATCTCACAG

GTGAAGCCGT

ATTTGTACAA

GCGAGAAAGG

ATTTCACAGA

ATCACATTCG

CTTGTTTGTT

TTCTGAGGCG

CACGACCGCG

GGCCTCAACA

CGGCATTCCC

CGCGGACTTG

CTTCAAAGTC

TTATGTGGCC

GTTACTACAC

TGCCATTCTT

TTCGCCTGCA

GCTGCCGGTT

GCGCAAGGTA

CAGTACATCA

CTGATGCTTT

ATCTTTGGGA

CATGTGACCC

TTCTTGACAC

TTGGCGGTAT

SEQ ID NO:32 Nucleoétido que codifica ORF5 del PRRSV atenuado 94881

13309

13321

13381

13441

13501

13561

13621

13681

AT GAAATGTTCT

TGCAAGTTGG

ACCGGCTTGT

TATAATTTGA

GCAGTCGAAA

ACAACAAGCC

GGCGAGCGGT

TTTGTCATCC

GGCATTTCTT

CTTGGTCCTT

CGATATGCGA

CCTTTGTGCT

ATTTCCTTGA

ATGTACTTAG

GTGCTGCTAA

GACTCCTCAC

TGTCGATGGC

GCTGAATGGG

TTACCCAGTT

TGCGCTCGGT

CAGCATGTAC

AAATTGCATG

TCTTGCTTCT
AACGACAACA
ACCGAATGGT
GCCACTCATA
CTCGGCGCTG
GGCGTTTGCG

GCTTGCCGCT

119

GGTGGCTTTT

GCTCGACATC

TGTCCGGTCA

TCATTTCACT

TGTCCGCCAC

CCTTCGCGGC

ATGCCCGCAC

GCTTCGAATT

TTCGAACTAA

GCTTCGAATT

TTCGAACTAA

CAAAGACTCG

CGTGACCATG

GGTTATTATG

CTGTTCGGAA

GCCGAGCATG

GCGGTGTATT

CCATTCTTTT

AGCCCTGCTT

TCATGGTCCT

CCACTCCCCT

CGATAA

AGCCCTGCTT

TCATGGTCCT

CCACTCCCCT

CGATAACGGC

CCGCGTGCCT

ATATTTCTGG

AACACACTCA

CGTCTACGAT

GA

TTTGCTGTGT

CCAATACATA

TTTTGATTGG

GGGTTTTCTC

AGGATTCATT

GCTCGTATGT

CCGGTTTACC
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13741 AACTTCATCG TGGACGACCG GGGAAGAATC CATCGATGGA AGTCTTCAAT

13801 AAATTGGGCA AAGCTGAAGT CGGTGGTGAC CTTGTCAACA TTAAGCATGT

13861 GGGGTTAAAG CTCAACCCTT GACGAGGACT TCGGCTGAGC AATGGGAAGC

SEQ ID NO:33 Nucledtido que codifica ORF6 del PRRSV atenuado 94881

13902

13921

13981

14041

14101

14161

14221

14281

14341

14401

ATGGGAAGC

TTTGCAACGA

CCATAATGAT

TGATATTTCT

CCAACCGTGT

TCACAGAGTC

ACATTCTGGC

CTGGTAACCG

TACCTGGGCT

ACCTCGTCAA

CTAGACGACT

TCCCACCGCC

ATACGCCCTT

GAATTGTTCC

CGCACTCACT

ATGGAAGTTC

CCCTGCCCAT

AGCATACGCT

TCGGAGCCTC

GTATGGCCGG

GCACAAAAAC

AAGGTGTCAC

TTTACTTTTG

CTGGGGGCTG

ATCACTTCCA

CACGTAGAAA

GTGAGAAAGC

GTGCTGGGCG

TAA

TCGTGCTGGC

GCGGCCGACT

GGTACATGAC

TAGTCGCCCT

GATGCAGATT

GTGCTGCAGG

CCGGACTAAC

GCAAACGAGC

CTTTAGCATC

CCTGGGGCTG

ATATGTGCAT

TTTGTGGGGT

GTGTTGCCTA

CCTCCATTCA

ATCAGTGAAC

TGTTAAACGA

SEQ ID NO:34 Nucleétido que codifica ORF7 del PRRSV atenuado 94881

14413

14461

14521

14581

14641

14701

14761

ATGGCCGG

ATGGGGAAAG

CAGCGCCAGC

CCCCTAGCTG

TTGCAATCGA

GGGAAGGTCA

CGCGTGACTT

TAAGAACCAG

GCCAGCCAGT

AATCTAGGGG

CTGAAGATGA

TCCAGACGGC

GTTTCCAGGT

CTACATCCGC

Listado de secuencias

<110> KROLL, Jeremy

VAUGHN, Eric

BURGARD, Kim

ORVEILLON, Francois-Xavier

LAYTON, Sarah

UTLEY, Phil

PESCH, Stefan
OHLINGER, Volker

ROOF, Mike

PIONTKOWSKI, Mike

AGCCAGAAGA

CAATCAACTG

AGGACAGGCC

CATTCGGCAC

TTTCAATCAA

TGAGTTCATG

CAGTCAGGGT

<120> NUEVA CEPA DE PRRSV EUROPEA

<130> 10-0137

<160> 34

<170> PatentIn version 3.5

<210> 1
<211> 14843
<212> DNA
<213> Virus del sindrome respiratorio reproductivo porcino

AAAGAAGAAA
TGCCAGTTGC
AAAAAGAAGA
CATCTCACCC
GGCGCAGGAA
CTGCCGGTTG

GCAAATTAA

120

TGCAGCTCCG

TGGGTACAAT

AGCCTGAGAA

AGGCCGAACG

CTGCGTCGCT

CTCATACAGT

AGTGGTGGAG

TGTCCTCGAA

CTAG

ACATATACAC

TTGCACATCT

TTTCAATCCA

GTTTACAGCC

GGCCGGCGAT

ATCCCAGCGT

GGCACTCTAG

GGAGTGGTTA

GATAAAGTCC

GCCACATTTT

TTCCCTCTGC

TTCATCCAGC

GCGCCTGATT



<400> 1

tttgtgtacc
cgacaagtac
ggacctceceg
tctgggatgt
caagtctatt
acggacctcg
cccattggta
tttectttag
gctgatgtat
tacgagegtg
gcgaactcca
tcceetttge
agcatataca
cgcatgatgt
ctagaacacc
gccgattggg
tgcggectace
ttgagccagt

caaaccaagt

ttggaggecgt
ccttctetet
agtatttccg
tctececeggtyg
gcacacggtg
gtgcagttgg
tcececccaggt
cgcgcatgac
tgtaccgtga
gttgcaattg
tgcacgtgtce
ctcaacggge
ggtgggaaaa
ggactccgga
aggtcaaggt
agctcactga
ttgttcggga
cagccgaagt

ggggtgtgcee

gggtacagcc
cggggcgage
gagagcacct
catgtgcacc
tctcagtgeca
cttgtttcac
ggaatgttct
ctceggcaat
cggttgetta
gtatccgatt
cgaccaaccg
ttgtcggcag
atttgtaatt
atccgatgac
ccttgttegg
gtccectgat
ccecggctgta
gctcagtcge

tggcaagtac

ES 2 692 809 T3

ctgeccccace
gcgecgectg
gctttacggg
ccggcetgece
cggtctctte
aagcctaaag
ccatctgggt
cacaacttcce
acccctagac
acggggcctg
ttcecectggtyg
ccgttetgte
tttatggatt
tccacggett
agctttcceg
aacggttttt
tccgaaggca
gaggcgcatc

atccagcgca

ctttggtcece
ctgctecectt
atctcegecee
gggtattttg
tctcteccaga
acaagctcca
gttgctgget
ttcaacgact
acctcegtga
tgcctgggat
ccactcatgt
cgttcgaaga
cctectecga
tggaagttct
cccatcacct
ccttcagcac
agtgttggcet
tggctaccge

gacttcaagt

121

tgttctagcce
gcggcgggaa
tttaaccatg
gaacgccggce
acttcaggac
ttggaaagtt
gtcaaccatt
cgtgaaggtt
actccaagtt
ggctgtgtac
gttaacaaat
ggcccattct
cggtcgatct
gccgeccgag
tgtcgacctt
gtcacatcct
ttcetgettt
ctatggttac

tcacggtctce

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140



cgtgctgtgg
tggatcagge
cttcgecattg
aagtggtatg
gactcggcett
tcceccacctg
attaataatg
tctgatggtg
aaccgcgcect
gaggtgaggc
tctgaaggct
gcectggegt
cttgccaatce
ccggagcagt
tgcggatcca
agctccaaac
tcegtgacte
tgggaagage
tctaaggaaa
gtccttaceg
ccactggatt
ccggacaatt
gcgaggectg
tttctggatt
tggcctgtaa
tttgtgaagce
tccgaageca
atcgatttga
ttcaggecgee
gttcatgcaa

agtcgtgega

tcgaccctga
acttgaccct
tgccgaacac
gtgcegecgg
ccaccctcaa
cggacgggtc
acttcacgtc
accttgctca
gccctaacge
ctggaatggc
gtgtcgegtce
ctgcttatag
cacctccecceca
ccggettete
cagaagggga
aggccatggce
tgaacgagtg
ccaaagaccc
cagcccctga
aggaacttag
tgacttggece
tgagctctgg
cacccegtet
tgcctgacgt
gggctacecge
ctcgaggtgt
gttctgtegt
caacttcgaa
cgegtttete
agataaagag

cccecageecac

tggtcccatt
gaatgatgat
agagcctacc
caaacgggcc
ggttgcccga
ttgtggttgg
ccctetgect
ggccattcaa
caaatacctc
tcectegetee
gccttacceg
actgccttca
ggagttctgg
tagtctgtat
attcatctat
ccteccttgea
cttcececacg
tggcgcetget
agaagctcaa
cgagcaacag
aaccttaacc
cattggtgcce
tgttgagcge
gcagacctcg
gtctgaccce
tttctectgat
cgatgaccgg
cgagacgctce
cgcgcaagct
tcgggtatat

caagaagtgg
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cacgttgaag
gtcacceegg
acacaccgga
cgtggcaagce
ccgacttecca
catgccecttg
cggtacaaca
tgtttgcaac
ataaaactca
ctctetegtg
gaggacgggt
gactgtgttt
actcttgaca
aaattgttgt
actgttgaga
aaaattaagg
gatgttccag
gttgtcctat
gcgagaaacc
gtgcaggtgg
gctacggcga
cagcccgcecta
tgtggcacgg
gaccagcctt
ggttggatcc
ggcgagtcgg
acaaaagaag
tctgggtctg
ttaatcgacc
gaacaatgcce

ctcgacaaaa

cattgtcttg
gattecgtteg
tctttegttt
gtgccgcecaa
ccagtggaat
ccgccatact
ggccggagga
tacctgeege
acggagttca
agtgcgttgt
tgcctaaacg
gtgatggtat
aaatgttgac
tagagatctt
ggatgttgaa
tcccatecte
tcaactctga
gtccatcgga
gtaaggtcct
ttgagggtga
ccectgttag
ccgttcaaga
agtcgaacgg
tagacctgtc
acggtaggcg
cccttecagtt
ctcecggtggt
acccctttga
gaggtggtce
ttcaagcttg

tgtgggacag
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cccccagtet
cctaatgtcet
tggagtgcac
aagtgagaaa
cgtcacctac
gaaccggatg
cgattgggcet
catagctecgg
ttgggaggta
tggcgtcetge
tgcacttgag
tattgacttce
ttceceegtea
gccgcagaaa
ggattgtccg
aaaggcccca
gttaatatct
tgcaaaagaa
tcaccctgtg
tcaggatatg
agggccggta
actcattctg
cagcagttca
cctggecegeg
tgagcctgte
cggagagctt
tgacgcccece
attcgccaaa
gcttgeegat
tgaacctggt

ggtggacatg

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000



aaaacttggce
ctcecctgaca
agtgccggee
acaaaaccgg
ggagatgcca
gtgggtggag
cagcgccetta
cttttetege
cttgctetee
ttttctggtt
gtatttttat
gagtgtcatg
cttgtggtcg
cgttgtctct
atttatgtgg
cctgcagaag
tcecttgtgtg
tggcgegggt
tatgccaact
cctagtcagg
cctacgeeccg
gtcccagtca
cgctgeggtt
cagaccccce
gcegtggece
tcacctcaag
cctacttatg
accctgecat
ttggtgecttg
atggtctttt
tttectatge

tttttggtgt

gctgecaccte
tgattcaaga
tgaagcaact
ttggaccggt
tctcegetga
gttggaaaag
cgacatgggt
cacggggctce
tgctectgecg
ctgtgcggtg
tctegactce
ctgagetttt
ggccatcggg
ggtttgttct
tgtceccaagg
tggcecttaa
atcggttcca
gctggtgtgg
tggatgaaaa
ccattaaatg
aggtcgtccg
acccagactg
attcgacagc
tcaggaactc
aggtatctgt
tgtgtggteg
gcccecggagt
tgttctcage
cctececttggg
tggcgttttg
tecttgaggtg

tttgectace

gcagttccaa
cacaccgcct
ggtggcgeag
gcttgaccag
caagccaccce
ttttatgctc
ttttgaggtt
tatggctcca
ttcttaccca
tgttcgtttg
acccgaccca
ggctcttgag
cctcttatge
cctacgtata
gcgttgtcac
tgtgtttect
agcgccaaaa
tgagagccct
gaagatatcc
cctgaaagtt
tgtgtctgag
cagggttgtg
acaactggtc
tgtcececcace
gtggactctt
agggacctct
tgtgtgttce
cgttgcccecat
cgctttagec
tgcttacgec
ggtaaccctt

agctgecegge
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gctggtcaca
cctgttcecca
tgggatagga
gecegteccte
cattcgcaaa
tcecggecacce
ctctecccate
ggtgattgge
atactcggat
ggtgtttttg
gteggttott
cagcgccaac
gtcattcttg
tgcatgcteg
aagtgttggg
ttttegegeg
ggagttgacc
attcatcaat
gcccagacgg
ttgcaggcag
attcccttcet
gtagattcgg
cttggtcggg
aaaacaactg
gttcatttca
gacccgtggt
tctegactet
ctttceggta
caccgcttgg
tggcccatga
catcctcteca

gttctectege

ttecttgagte
ggaagaaccg
aatcgagtgt
tgectatgga
acccttctag
gtttcgeggg
tceccagettt
tgtttgcagg
gccttecctt
gttcttggat
cttgtgacca
tttgggaacc
gcaagttact
cagatttggc
gaaagtgtat
ccacccegete
ccgtgecactt
cacaccaaaa
tgattgctgt
gaggggctat
cggccccatt
acacttttgt
gcaactttge
gtggggecte
tccteggect
gttcgaacce
gcgtgtctge
gagaggtggg
ctcttaaggc
gctecetggtt
ctatgetttg

tgggaataac
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cctcaaatte
agctggtgac
gacaccccee
catccagcaa
tcaagtagat
gtccgttagt
tatgctcaca
tgectgttcta
attgggtgtc
ggcttttget
cgattcgecg
tgtgcgecage
cggtgggtca
aatttctctt
aaggacggct
atctettgtg
ggcgacaggce
accgatagct
cccgtatgat
tgtggaccag
ttttccgaag
ggctgeggtc
caagctaaat
atacaccctt
ttggttaacg
tttttcgtat
cgacggagtt
gatttttatt
agacatgtca
aatttgcettce
ggtgcactca

cggtettett

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920



tgggcagttg
tatacctceg
gcggeegtte
ggatccctte
gtaggctcett
actgccacce
atgcacacgt
gttgecececta
accggagtcg
gactcagggt
aacaaactcg
actaggctct
aagttgagcc
cttgcttectg
ttececttetet
ttgctgaatg
gtacttgcat
gctctcaacce
gccacagaaa
tactgcttee
gggctccatg
ctggttggtg
cttaggaaag
gcttgcaagt
tttgtgtceg
agagctctge
gccaagcteg
gttctgettg
aaaactgtgt
gtcgtgtcca

ctttttgaaa

gccgtttecac
gaccacgtgg
ggagagccgce
ttgaaggtgc
ceccttggtte
atgtgttgaa
tcaatactaa
tggttaagat
aacctggcat
cacctgtcat
gttctggtct
ctgacctttc
cagccatcat
tcceegtgat
ggcgcatgat
aaattctcce
gggccaccce
gcaacaggtt
tcgggacttt
tgceccaggtt
cccteggegt
atgggagttt
gcgtgtcgea
tgtcgcaagce
cttcaaacat
gtcaggagct
aggctttege
ggcaacaccc
ctgtgcaaga
acacgcccgt

atggcececgeg

ccaggttgece
tgcagctget
tttgactgga
tttcagaact
tggaggagtt
tggtaacaca
tggtgattat
cgctaagggg
catgggggaa
ttcagaagct
tgtgacaacc
tagacatttt
ccetgatgtg
ggaaggtggc
gggccatgee
agcagtcttg
ctggtcggeca
gtcectggeg
tgctggtgga
ccttgetgtg
aattttgtgg
ctcaagcget
gtecctgtgge
tgaccttgat
gaaaaatgca
ggcctecttg
tgagacggce
ccatggatcce
aacacgatgc
ggataccttg

ccatcgcagce
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ggaattatca
gtagcaacgg
cggactttga
caaaagccct
ttcaccattg
gccagggtca
gcctggtece
tatcgeggte
ggattcgect
ggtgacctta
cctgaagggg

gcaggtccaa

acaactattc
ctctcaactg
tggacaccca
gtcecgagetg
caagtgttga
ttctacgcat
tggcctgaac
actagttatg
ttattcaaat
ttcttectac
atgaataacg
tttttgtcca
gctggccaat
gttcaggttg
actccgtcac
atcctcgaca
ctgggtggtt
accggtatcce

gaggacgacg

caccttatga
ctccagaagg
tcttcacacc
gccttaacac
atggcagaag
ctggtgattc
atgctgatga
gtgecctactg
tctgtttcac
ttggagtcca
agacctgctc
gcgtecectet
cgagtgactt
tccagectttt
ttgttgecegt
tgttectettt
tgattagact
tcggaggtgt
tgtcccaagce
tccccaccat
accgatgecet
ggtattttge
aatccctgac
gtttaacgaa
acatcgaggce
acaagatgaa
ttgacacagg
ttaatgtggg
ccaaattcag
cacttcagac

acctcaaagt
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catccaccag
tacttacatg
atctgcagtc
cgtgaatgtc
agtcategte
ctacaaccgce
ctggcaaggce
gcaaacgtca
taactgtggce
taccggttca
catcaaggaa
tggggacatt
ggcatcgete
gtgecgtettt
aggcttcttt
tgcactcttt
cctcacggeg
cgttggectg
cctctcgaca
catcatcggt
ccacaacatg
tgagggtaat
agctgctttg
cttcaagtgce
ggcgtatget
aggagtattg
ggacgtgatt
gggtgaaagg
tgtctgecact
gccaacccca

tgagagaatg

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780



aaaaaacact
tgggacaagt
gcttttecagg
ccccaacagg
attacgtata
tgccttgaag
gaccttacag
accactgaac
gcctagttgt
taggctcttt
ggcacgctgt
ccecttgttga
atggggccgg
aggtagaact
cccctaacct
aaggtcgect
agtccgcaat
aatccacgct
atagtgtcat
gcacttccaa
tcttgectgg
caccactgtt
agaggttccce
ccgtcaagga
aacctaaaac
cactcagtgg
ggaaaaacaa
tggecttectg
atgaacttgc
ttgtggcaac
tcaccagtgt

cggecttgaa

gtgtatcecct
ctaacggcga
acaggtcaac
gattegatcce
acaggcatct
ctgccagact
ctaccgaagt
aggctttaaa
aactgaaacg
agacctaaaa
cgtggcgaac
cgtteteocte
gaatatgggce
agagttgtcc
ccaactcecce
tgtcaacact
tcatgecggcet
gggtaccact
ggaatacctt
ggctgectgea
ggtcctacge
ccttccatca
aacaaaggat
aaattggcag
tagaaccatc
tgtcacccag
gtttaaggaa
cgatcgeage
aggatgtgaa
gcaggatggc
gtccaacacce

gatgggtcat

cggcttecac
caccttttac
cgactataga
aaagtccgaa
ggtcaaaggt
gtcccttgag
ggagaaacta
ctgctageeg
gcggtaaaaa
gtcacctceg
ttatgttceg
aaacccggac
gtgaacggtt
aagcaaataa
tacaagcttt
aggtttggag
tgttgecctge
cttcaacatg
gattcacgcce
gaggacctcc
ctagtgcgca
acctaccctg
gtccagagca
actgtgacac
ctaggtacca
gcgttcatga
ttgcattgca
acccccgeea
gagtacttgc
gctttcacaa

gtctactcac

gaaattggtc
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aaaatcaatg
acggatgatt
gacagggatt
gcececetgttg
aaggaggtcc
caagctcttg
aagcgcatca
ccageggett
tcgtaaaata
aggtggaggt
gtgtcgtett
ttgacacaac
ctatttggga
tccaagcatg
atcctgtcag
atttacctta
atcccaatgg
gtttcgagct
ctgacaccce
aaaaatatga
ggttcatctt
ccaagaactc
tacctgaaat
cttgcacecct
acaacttcat
agaaggcctg
ctgtcgeegg
ttgtgaggtg
ctagctacgt
aacgcggtgg
tgataattta

tcaagttcct

gtaaagttta
cccgatacac
atgaaggtgt
gcactgttgt
tagttcccaa
ctgggatggg
ttagtcaact
gaccegetgt
ccacagcaga
gaagaaatca
gatgaggccet
acccggcatt
ttttgaaact
tgaagtcagg
gggggacccc
caaaactccce
ggtcctegtg
ttatgtccce
ttttatgtgt
cctatccact
tagccatgtt
catggcaggg
tgatgaaatg
caaaaaacag
agccttgget
gaagtcccca
cagatgcett
gtttgttgcee
gctcaactgt
cctgtegtee
cgcccageac

tgaggaacag

125

ctgcaaaatt
tcaagaccat
acagaccgce
aatcggtgge
acctgacaac
ccaaacttgt
ccaaggtctg
ggccgeggeg
actttcacct
actgagcagg
cacccaccgt
caaccagggc
gcacccacaa
cgcggggacyg
gagcggcgta
caagacacca
tctgatggca
actgtacctt
actaaacatg
caagggtttg
ggtaaggcgce
gtcaatggcc
tgcgecegtg
tactgttcca
cacaggtcag
attgecttgg
gaggctgacc
aacctcectgt
tgccatgacc
ggggaccccg
atggtgettt

ctcaaatttg

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700



aggaccttcet
aaagacccac
ttaaaacgga
ttgaagcagg
atatgaaggce
cgtgtgettg
ggtgtgctcg
agaagctgaa
aagccgacta
aacactgccee
gtcagtcacc
acaaacctcc
gaagatatca
ttgatcttte
acatggtgaa
ccggaaaaac
ctcatcagac
gagcctcagg
ccagcggaca
tagacattct
ttcacceggt
tgaccaccat
agaaacttga
ttggtcaggt
catceccaggg
acaaatcccg
ctcatgacca
cgttcageeg
cgaaggccct
tcttagecge

ataacctggg

tgaaatccag
ttttceccaac
cccaaagaaa
acggcagtta
gcagaacgcc
cattgaccat
ccaggacggt
aagtcataat
tgcgtecegece
agtcactctg
tgtcgggget
tcgtaccatt
gtcecegtega
tgatggagac
ggtggcttge
cacctggcta
aatgtttgac
actccctttt
tgtccectgge
aaggctgcett
cggcectttgat
ttatagattt
atccaaggcc
cctgacaccg
ggcgaccttce
agcacttgta
actccaggag
tggggatgag
agagacaggt
ttgtteggece

gttttacttt

cccatgttag
taccattggt
actgtcataa
gtccccaatce
tcagagtatt
gaccccgagt
taccgtttte
gaagggaaga
tgtggacttg
agctgtggcee
ggcaaatccc
atcatgaagg
ggtcttgttg
taccaagtgg
aacgtactac
ctgaaccaag
atagtcagtg
ccaccacctg
cgagtgtcat
tccaaaacac
tecctattgtt
ggccctaaca
aggaacacca
taccacaaag
gacattgtga
gccatcactce
tttttcaact
ctggttgttt
tcaccecegat
agtctagaag

tcceeggaca
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tgtattctga
gggtcgagca
ctgataaacc
gcgaccgtat
atgegtecege
ggtatgagga
caggcccgge
aatgccgtca
atttgtgttt
accatgeccgg
cccttgacge
tggacaacaa
cagtcaaaag
tgcctetttt
tcagcaagtt
tccaggacga
ctcttaaagt
ccaggtcecgg
atctcgatga
ccettgtgtg
atgtgttcga
tctgtgcage
gagtggtttt
atcgtaccgg
cattgcatct
gggcaagaca
taacccccga
tgaatgtgga
ttcgagtatce
ggagctgcat

gcccagettt

tgacctegte
tcttgacctg
cagttttctc
tctggctgcet
tgcegecaatt
tcttatectge
atttttcatg
ctgcggcecate
gttccattca
ttcaaaggaa
tgtgctgaaa
aacaacgacc
aggtattgca
gccgacttge
tatagtaggg
tgatgtcatt
ttgcaggtat
gccgtgggtt
ggcaggatat
tttgggtgac
tcagatgecct
catccagcct
caccacccgg
ctctgcaata
accatcgcca
tgggttgttc
gcgcactgat
taatgcggtc
ggacccgagg
gccactacca

tgcacccectg
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ttgtatgcgg
atgttgggcet
ggctgcagaa
cttgcatatc
ctgatggatt
ggcatcgece
tccatgtggg
tgcgacgeca
cactttcatc
tgttcgecagt
caaatcccgt
cttgacccgg
ggtaatgagg
aaagacataa
ccgccaggtt
tacacaccta
tccatcccag
aggctcatcg
tgcaatcatc
cttcagcaac
cagaagcagc
tgttacaggg
cctgtggect
actatagatt
aagtccctaa
atttatgacc
tgtaaccttg
acaactgtag
tgcaagtctce
caagtagcac

ccaaaagagc

8760

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840

9900

9960

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560



tggecgeccaca
tcgctagtat
tggtegggec
acatcggggg
cagattgtcg
catttattgg
acctacctag
gggctgctaa
tgcaaccgga
tgatggtctg
tgcccgatta
gtatagggcce
tggcagtgac
accttgggcce
agaacactga
actataattg
atacgtatca
ctcctgagca
gtcagttgtt
ttctegecat
tggtttgctce
tcctatgagg
cegttgggta
cgcatttace
gccactctca
gtggaggctg
gttggcaatg
acaccaggta
tccatcttcet
ccagctctac
ctatcaatta

agcctggecg

ttggccagtg
gcgcccaatt
atccattttt
cgagcctcag
ggaatatctc
cgatgtcaaa
gtccetgect
agcecgtgtge
gacggcatca
gaaaggcgcc
tgctaggttce
ggcaacagcc
accgtatgat
gcagtggaag
agattgggca
gcattgtgta
ttttgcecectt
agtgccgtga
cgtggatgece
attgtttggg
cgegtttcte
gcttgctacc
tactttggca
ggaccatgga
caaaactgtc
attcttgeceg
tgagcctgga
cgaggcccaa
cctectgtgge
gctatgtttt
cactatatgt

taacgtgtgg

gtcacccacce
gatgcccget
cttggcacte
gcectgecag
gacgcggctg
ggcactacga
aaagactctg
actctcacceg
aaatgctgga
acagcctatt
attcagctac
aatcgcaagg
tacggtgctce
attttggggt
attctcgecac
cgagaacgcce
ggcactgaac
acgcggagtg
ttcactgagt
ttcactgttg
cgttcgeget
caactgcaga
tatgcgagtc
acattecgggt
aaggcttgac
cttececttage
gtacaacact
gttgaccgat
ttegtetgtt
tggtttccat
aagccatgec

tgcaaaatag
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agaataatcg
acagcaagcc
ctggtgtggt
aaacactcgt
aggaagaggc
tcggggggtg
ttgctgtggt
atgtgtacct
aacttaaact
tccagttgga
ccaaggatgce
ttgtgcgaac
aggtcatttt
tgcagccttt
gccgtatgaa
cacacgcaat
tgcaagtaga
atgcaatggg
tccttgttag
caggcetggtt
ctgccattca
ccggatgtcce
tcccacctaa
caagcggect
gtagtcactc
tcacgactcg
actttggacc
tttaggcaat
accttgttca
tggceccacgg

ctaccagtca

ggcacgacag

agcegtggect
aatggtcggt
gtcatactat
ttcaacagga
agcgagagaa
tcaccacatt
tggggtgagt
cceccgaacte
ggatttcagg
agggctgaca
cgttgtgtac
cacagactgg
gacaacagcc
cagacgaaca
tgacggcaaa
ttacgggcge
gctgggcaga
tttactgtgg
tgtggttgac
attggtctte
ctcttececgaa
cacaattcgc
ttgacgaaat
ggaagcaggt
atttccaaca
cgatgctgaa
gcgttgaget
ggcttatcag
cagtgctttg
caacacatca

agctgecccaa

gtgtgaggaa
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gatcgacttg
gcagggtatg
ctcacattat
cgtatagcca
cttececccacg
acatcgaaat
tcgeeccggta
cgaccatatt
gatgttcgac
tggtcagcge
atcgatcegt
cgggccgace
tggttcgagg
tttggctttg
gattacactg
gcecgtgace
cceceggetge
agtaaaatca
attgtcatct
cttctcagag
ctatcgaagg
agttaagcac
ggtctctege
tgttagtgaa
cctggeecgea
aaaccttgce
catctttcecece
cgtgcacgct
gcttcgaatt
ttcgaactaa
caaagactcg

cgtgaccatg

10620

10680

10740

10800

10860

10920

10980

11040

11100

11160

11220

11280

11340

11400

11460

11520

11580

11640

11700

11760

11820

11880

11940

12000

12060

12120

12180

12240

12300

12360

12420

12480



atgagttgtc
cttggectgge
taggaaacgt
atggacaaaa
accatcatca
ccteectgget
ctcgacgcat
tcagaacatc
caggaggtcg
taatgtgacc
tttctacgcece
cgttgtttece
gcagcaccat
gaggtgggct
tgcaagttgg
accggcttgt
tataatttga
gcagtcgaaa
acaacaagcc
ggcgageggt
tttgtcatece
aacttcatcg
aaattgggca
ggggttaaag
tttgcaacga
ccataatgat
tgatatttct
ccaaccgtgt
tcacagagtc
acattctgge

ctggtaaccg

aatgtccatt
ttttttgtece
gtcgegegtce
ttcaaccata
aatagacggg
ggtgctcaac
ctatcagata
aattgtttcc
tcccaatgte
gatgaatcgt
tcggaaatga
gcttgtgtta
ttggtaattg
acaaccattg
ggcatttctt
cttggtecett
cgatatgcga
cctttgtget
atttccttga
atgtacttag
gtgctgcetaa
tggacgaccg
aagctgaagt
ctcaaccttt
teccecaccegece
atacgccctt
gaattgttcc
cgcattcact
atggaagttc
ccctgececat

agcatacgct

ccgteegggt
ttttectacg
tttgtggata
tctgceccagac
ggcaattggt
atctcatggt
ttaagaccaa
aatctcacag
gtgaagccgt
atttgtacaa
gcgagaaagg
atttcacaga
atcacattcg
cttgtttget
gactcctcac
tgtecgatgge
gctgaatggg
ttacccagtt
tgcgectcecggt
cagcatgtac
aaattgcatg
gggaagaatc
cggtggtgac
gacgaggact
gcacaaaaac
aaggtgtcac
tttacttttg
ctgggggctyg
atcacttcca
cacgtagaaa

gtgagaaagc
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acgacaacct
cggcccaatt
agcgacacca
acaacatctc
ttcatttgga
ttctgaggceg
cacgaccgcg
ggcctcaaca
cggcattcce
cgcggacttg
cttcaaagtc
ttatgtggce
gttactacac
tgccattett
tcttgettet
aacgacgaca
accgaatggt
gccactcata
ctcggecgetg
ggcgtttgeg
gcttgeeget
catcgatgga
cttgtcaaca
tcggectgage
tcgtgetgge
gcggecgact
ggtacatgac
tagtecgecet
gatgcagatt
gtgctgcagg

ccggactaac

caaacttgag
ccatcecggag
gttcatttge
cgcgtegtat
atggctgcga
ttcgectgea
gctgeeggtt
gcgcaaggta
cagtacatca
ctgatgettt
atctttggga
catgtgaccc
ttcttgacac
ttggcggtat
ggtggctttt
gctcgacatc
tgtceggtcea
tcatttcact
tgtccgeccac
ccttegegge
atgcccgcecac
agtcttcaat
ttaagcatgt
aatgggaagc
ctttagcatc
cctggggetg
atatgtgcat
tttgtggggt
gtgttgecta
cctccattca

atcagtgaac

128

ggttattatg
ctgttcggaa
gccgagcatg
gcggtgtatt
ccattectttt
agccctgett
tcatggtccet
ccactccecect
cgataacggce
ccgegtgect
atatttctgg
aacacactca
cgtctacgat
gaaatgttct
tttgctgtgt
ccaatacata
ttttgattgg
gggttttcte
aggattcatt
gttegtatgt
ceggtttace
agtggtggag
tgtcctcegaa
ctagacgact
acatatacac
ttgcacatct
tttcaatcca
gtttacagce
ggceggegat
atcccagegt

ggcactctag

12540

12600

12660

12720

12780

12840

12900

12960

13020

13080

13140

13200

13260

13320

13380

13440

13500

13560

13620

13680

13740

13800

13860

13920

13980

14040

14100

14160

14220

14280

14340
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tacctgggect tcggagcctce gtgetgggeg gcaaacgagce tgttaaacga ggagtggtta 14400
acctcgtcaa gtatggccgg taagaaccag agccagaaga aaagaagaaa tgcagctcecg 14460
atggggaaag gccagccagt caatcaactg tgccagttge tgggtacaat gataaagtcce 14520
cagcgccagce aatctagggg aggacaggcc aaaaagaaga agcctgagaa gccacatttt 14580
cccctagetg ctgaagatga cattcggcac catctcacce aggeccgaacg ttcectetge 14640
ttgcaatcga tccagacggc tttcaatcaa ggcgcaggaa ctgcegtcget ttcatccage 14700
gggaaggtca gtttccaggt tgagttcatg ctgccggttg ctcatacagt gcgectgatt 14760
cgcgtgactt ctacatccge cagtcagggt gcaaattaat ttgacagtca ggtgaatgge 14820
cgcgattgac gtgtggecte taa 14843
<210>2

<211> 2349

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220> "
<223> ORF 1a DE MSV 94881 CODIFICADO POR LA SECUENCIA DE SEQ ID NO:1 ENTRE LOS NUCLEOTIDOS
178..7227

<400> 2

Met Ser Gly Met Phe Ser Arg Cys Met Cys Thr Pro Ala Ala Arg Val 1

5 10 15

Phe Trp Asn Ala Gly Gln Val Tyr Cys Thr Arg Cys Leu Ser Ala Arg

20 25 30

Ser Leu Leu Ser Pro Glu Leu Gln Asp Thr Asp Leu Gly Ala Val Gly 35
40 45

Leu Phe His Lys Pro Lys Asp Lys Leu His Trp Lys Val Pro Ile Gly 50

55 60

Ile Pro Gln Val Glu Cys Ser Pro Ser Gly Cys Cys Trp Leu Ser Thr 65

70 75 80

Ile Phe Pro Leu Ala Arg Met Thr Ser Gly Asn His Asn Phe Leu Gln

85 90 95

Arg Leu Val Lys Val Ala Asp Val Leu Tyr Arg Asp Gly Cys Leu Thr

100 105 110

129



Pro
120

Tyr
135

Met
150

Asn
165

Glu
180

Met
200

Ser
215

Gln
230

Leu
245

Ser
260

Glu
280

Leu
295

Trp

Arg

Pro

His

Ser

Glu

Asp

Asp

val

Ala

Thr

Gly

Ser

Gly

His

Ile

val

Pro

Ala

Ser

Asp

Lys

Asp

Ser

Lys

Arg

val

Leu

Thr

Ser

Leu

His

Ser

Ser

Val

Trp

His

Cys

Glu

Pro

Arg

Gly

Asp

Pro

Ser

Ser

Thr

Leu

Glu

Pro

Trp

Ala

Gly

Glu
125

Pro
140

Gln
155

Gln
170

Ser
185

Asp
205

Ala
220

val
235

Leu
250

Cys
265

Leu
285

His
300

Lys

Leu

val

Pro

Arg

Ile

Gly

Leu

Arg

Thr

Gly

Ser

Leu

Tyr

Gln

Pro

Phe

Ala

Tyr

Arg

Glu

Ser

Glu

Tyr

Cys

Ala

Ile
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Val

Gly

Pro

Cys

Arg

Ser

val

Phe

Ser

Leu

Phe

Thr

Gln

Tyr

Met

Gly

Arg

Trp

Arg

Leu

Pro

Pro

Vval

Leu

Ala

Arg

Glu

Ala

Ala
160

Gln
175

Glu
190

Met

Pro

Ala
240

Asp
255

Arg

270

Ser

Tyr

Arg

Arg

Val

Thr

Pro

Lys

Met

Pro

His

Asn

Asp

Gln

Gly

Leu

130

Gly

Tyr

His

Phe

Phe

Trp

Glu

His

Gly

Pro

Ser

Tyr

Gln

Cys

Ala

val

Cys

vVal

Thr

Leu

Leu

Phe

Ala

Ala

Gln

val

Asn

Asn

Leu

Pro

Ile

Pro

Glu

val

Ser

val

Glu

Thr

His

Trp 115

Ser 130

Thr 145

Phe

Phe

Glu 195

His 210

Asp 225

Phe

Ser

Val 275

Lys 290

Gly 305



310

Leu
325

Ser
340

Thr
360

Glu
375

Gly
390

Lys
405

Gly
420

Ala
440

Pro
455

Asp
470

Arg
485

vVal
500

Arg

Cys

Pro

Pro

Ala

Asp

Ile

Leu

Leu

Leu

Asn

His

Ala

Pro

Gly

Thr

Ala

Ser

val

Ala

Pro

Ala

Arg

Trp

Val

Gln

Phe

Thr

Gly

Ala

Thr

Ala

Arg

Gln

Ala

Glu

val

Ser

val

His

Lys

Ser

Tyr

Ile

Tyr

Ala

Cys

val

315

Asp
330

Trp
345

Arg
365

Arg
380

Arg
395

Thr
410

Ser
425

Leu
445

Asn
460

Ile
475

Pro
490

Glu
505

Pro

Ile

Leu

Ile

Ala

Leu

Pro

Asn

Arg

Gln

Asn

val

Asp

Arg

Met

Phe

Arg

Lys

Pro

Arg

Pro

Cys

Ala

Arg
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Gly

His

Ser

Arg

Gly

val

Ala

Met

Glu

Leu

Lys

Pro

Pro

Leu

Leu

Phe

Lys

Ala

Asp

Ile

Asp

Gln

Tyr

Gly

320

Ile
335

Thr
350

Arg

Gly

Arg
400

Arg
415

Gly
430

Asn

Asp

Leu
480

Leu
495

Met
510

His

Leu

Ile

val

Ala

Pro

Ser

Asn

Trp

Pro

Ile

Ala

131

Val

Asn

Val

His

Ala

Thr

Cys

Asp

Ala

Ala

Lys

Pro

Glu

Asp

Pro

Lys

Lys

Ser

Gly

Phe

Ser

Ala

Leu

Arg

Ala

Asp

Asn

Trp

Ser

Thr

Trp

Thr

Asp

Ile

Asn

Ser

Leu

Val

Thr

Tyr

Glu

Ser

His

Ser

Gly

Ala

Gly

Leu

385

465

370

450

355

435



Ser
520

Pro
535

Ser
550

Phe
565

Leu
580

Leu
600

Phe
615

Gln
630

Pro
645

Ser
660

val
680

Glu
695

Glu
710

Arg

Tyr

Ala

Leu

Thr

Leu

Ile

Ala

Ser

Glu

Leu

Ala

Glu

Glu

Pro

Tyr

Ala

Ser

Leu

Tyr

Met

Val

Leu

Cys

Gln

Leu

Cys

Glu

Arg

Asn

Pro

Glu

Thr

Ala

Thr

Ile

Pro

Ala

Ser

Val

Asp

Leu

Pro

Ser

Ile

Val

Leu

Leu

Ser

Ser

Arg

Glu

Val
525

Gly
540

Pro
555

Pro
570

Pro
585

Leu
605

Glu
620

Leu
635

Asn
650

Trp
665

Asp
685

Asn
700

Gln
715

Gly

Leu

Ser

Pro

Glu

Pro

Arg

Ala

Glu

Glu

Ala

Arg

Gln

Val

Pro

Asp

Gln

Gln

Gln

Met

Lys

Cys

Glu

Lys

Lys

val

Cys

Lys

Cys

Glu

Ser

Lys

Leu

Ile

Phe

Pro

Glu

vVal

Gln
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Ser

Arg

val

Phe

Gly

Cys

Lys

Lys

Pro

Lys

Ser

Leu

val

Glu

Ala

Cys
560

Trp
575

Phe
590

Gly

Asp

val
640

Thr
655

Asp
670

Lys

His

val
720

Gly

Leu

Asp

Thr

Ser

Ser

Cys

Pro

Asp

Pro

Glu

Pro

Glu

132

Cys

Glu

Gly

Leu

Ser

Thr

Pro

Ser

Val

Gly

Thr

val

Gly

Vval

Ala

Ile

Asp

Leu

Glu

Ser

Ser

Pro

Ala

Ala

Val

Asp

Ala

Leu

Ile

Lys

Tyr

Gly

Ser

Lys

Val

Ala

Pro

Leu

Gln

Ser

Ala

Asp 545

Met

Lys

Glu

Lys

Ala 625

Asn

Val

Glu

Thr

Asp 705

530

610

690

515

595

675



Met
725

Val
740

Pro
760

Val
775

Leu
790

Ala
805

Arg
820

Glu
840

Asp
855

Thr
870

Lys
885

Gly
900

Pro

Arg

Ala

Glu

Pro

Trp

Arg

Ser

Asp

Thr

Phe

Pro

Leu

Gly

Thr

Arg

Asp

Pro

Glu

Ala

Arg

Ser

Arg

Leu

Asp

Pro

Val

Cys

Val

vVal

Pro

Leu

Thr

Asn

Arg

Ala

Leu

val

Gln

Gly

Gln

Arg

vVal

Gln

Lys

Glu

Pro

Asp

Thr
730

Pro
745

Glu
765

Thr
780

Thr
795

Ala
810

Phe
825

Phe
845

Glu
860

Thr
875

Arg
890

Val
905

Trp

Asp

Leu

Glu

Ser

Thr

val

Gly

Ala

Leu

Phe

His

Pro

Asn

Ile

Ser

Asp

Ala

Lys

Glu

Pro

Ser

Ser

Ala
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Thr

Leu

Leu

Asn

Gln

Ser

Pro

Leu

val

Gly

Ala

Lys

Leu

Ser

Ala

Gly

Pro

Asp

Arg

Ser

val

Ser

Gln

Ile

Thr
735

Ser
750

Arg

Ser

Leu
800

Pro
815

Gly
830

Glu

Asp

Asp
880

Ala
895

Lys
910

Ala

Gly

Pro

Ser

Asp

Gly

val

Ala

Ala

Pro

Leu

Ser

133

Thr

Ile

Ala

Ser

Leu

Trp

Phe

Ser

Pro

Phe

Ile

Arg

Ala

Gly

Pro

Phe

Ser

Ile

Ser

Ser

Ile

Glu

Asp

Val

Thr

Ala

Arg

Leu

Leu

His

Asp

val

Asp

Phe

Arg

Tyr

Pro

Gln

Leu

Asp

Ala

Gly

Gly

val

Leu

Ala

Gly

Glu

785

865

770

850

755

835



Gln
920

Lys
935

Arg
950

Phe
965

Asn
980

Asp
995

Leu

1015

Ala

1030

Gln

1045

Thr

1060

Phe

1075

Ser

1090

Ala

1105

Cys

Lys

Cys

Leu

Arg

Arg

Asp

Ile

Val

Arg

Glu

Pro

val

Leu

Trp

Thr

Pro

Ala

Lys

Gln

Ser

Asp

Phe

Val

Arg

Leu

Gln

Leu

Ser

Asp

Gly

Ser

Ala

Ala

Val

Ala

Leu

Gly

Leu

Ala

Asp

Gln

Met

Asp

Ser

Val

Asp

Gly

Gly

Ser

Ser

Ala

Cys Glu
925

Lys Met
940

Phe Gln
955

Ile Gln
970

Ser Ala
985

vVal Thr
1000

Pro Leu
1020

Lys Pro
1035

Gly Gly
1050

Ser Val
1065

His Leu
1080

Met Ala
1095

Leu Leu
1110
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Pro Gly Ser

Trp Asp Arg

Ala Gly His I

9

Asp Thr Pro P

9

Gly Leu Lys G

9

Arg

val

Ala Thr

Asp Met

le Leu Glu

60

ro Pro Val

75

ln Leu Val

90

Pro

Lys

Ser

Pro

Ala

Ala Thr

Thr Trp

Leu Lys

Arg Lys

Gln Trp

945

Pro Pro Thr Lys Pro Val Gly Pro Val

Pro Met

Pro His

Trp Lys

Ser Gln

Pro Ala

Pro Gly

Leu Cys

Asp

Ser

Ser

Arg

Phe

Asp

Arg

1005

Ile

Gln

Phe

Leu

Met

Trp

Ser

Gln

Asn

Met

Thr

Leu

Leu

Tyr

134

Gln

Pro

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

Gly

Ser

Ser

Trp

Leu

Ala

Ile

Asp

Ser

Gly

Val

Phe

Gly

Leu

930

1010

1025

1040

1055

1070

1085

1100

915



Gly Cys
1120

Val Arg
1135

Leu Phe
1150

Asp Ser
1165

Gln Leu
1180

Leu Leu
1195

Leu Trp
1210

Ile Ser
1225

Trp Gly
1240

Val Phe
1255

Cys Asp
1270

Ala Thr
1285

Gln Ser

Leu

Leu

Ser

Pro

Trp

Cys

Phe

Leu

Lys

Pro

Arg

Gly

His

Pro

Gly

Thr

Glu

Glu

Val

Val

Ile

Cys

Phe

Phe

Trp

Gln

Leu

Val

Pro

Cys

Pro

Ile

Leu

Tyr

Ile

Ser

Gln

Arg

Lys

Leu Gly
1125

Phe Gly
1140

Pro Asp
1155

His Ala
1170

Val Arg
1185

Leu Gly
1200

Leu Arg
1215

val val
1230

Arg Thr
1245

Arg Ala
1260

Ala Pro
1275

Gly Cys
1290

Pro Ile

Vval

Ser

Pro

Glu

Ser

Lys

Ile

Ser

Ala

Thr

Lys

Trp

Ala
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Phe

Trp

val

Leu

Leu

Leu

Cys

Gln

Pro

Arg

Gly

Cys

Tyr

Ser

Met

Gly

Leu

Val

Leu

Met

Gly

Ala

Ser

vVal

Gly

Ala

Gly

Ala

Ser

Ala

Val

Gly

Leu

Arg

Glu

Ser

Asp

Glu

Asn

Ser

Phe

Ser

Leu

Gly

Gly

Ala

Cys

Val

Leu

Pro

Ser

Leu

135

Val

Ala

Cys

Glu

Pro

Ser

Asp

His

Ala

Val

Val

Pro

Asp

Arg

Val

Asp

Gln

Ser

Arg

Leu

Lys

Leu

Ser

His

Ile

Glu

Cys

Phe

His

Arg

Gly

Cys

Ala

Cys

Asn

Leu

Leu

His

Lys

1115

1130

1145

1160

1175

1190

1205

1220

1235

1250

1265

1280

1295



1300

Lys Ile
1315

Gln Ala
1330

Val Asp
1345

Phe Ser
1360

Arg Val
1375

Gly Tyr
1390

Lys Leu
1405

Thr Gly
1420

Trp Thr
1435

Gln Val
1450

Phe Ser
1465

Leu Cys
1480

Ser

Ile

Gln

Ala

vVal

Ser

Asn

Gly

Leu

Cys

Tyr

val

Ala

Lys

Pro

Pro

Val

Thr

Gln

Ala

Val

Gly

Pro

Ser

Gln

Cys

Thr

Phe

Asp

Ala

Thr

Ser

His

Arg

Thr

Ala

1305

Thr Val
1320

Leu Lys
1335

Pro Glu
1350

Phe Pro
1365

Ser Asp
1380

Gln Leu
1395

Pro Leu
1410

Tyr Thr
1425

Phe Ile
1440

Gly Thr
1455

Tyr Gly
1470

Asp Gly
1485

Ile

Val

Val

Lys

Thr

Val

Arg

Leu

Leu

Ser

Pro

Val
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Ala

Leu

Val

Val

Phe

Leu

Asn

Ala

Gly

Asp

Gly

Thr

Val

Gln

Arg

Pro

val

Gly

Ser

val

Leu

Pro

Val

Leu

Pro

Ala

val

val

Ala

Arg

Vval

Ala

Trp

Trp

val

Pro

Tyr

Gly

Ser

Asn

Ala

Gly

Pro

Gln

Leu

Cys

Cys

Leu

136

Asp

Gly

Glu

Pro

val

Asn

Thr

Vval

Thr

Ser

Ser

Phe

Pro

Ala

Ile

Asp

Arg

Phe

Lys

Ser

Ser

Asn

Ser

Ser

Ser

Ile

Pro

Cys

Cys

Ala

Thr

Val

Pro

Pro

Arg

Ala

1310

1325

1340

1355

1370

1385

1400

1415

1430

1445

1460

1475



Val Ala
1495

Leu Ala
1510

Asp Met
1525

Met Ser
1540

Val Thr
1555

Val Phe
1570

Gly Leu
1585

Ile Thr
1600

Ala Ala
1615

Val Arg
1630

Ser Ala
1645

Pro Cys
1660

Gly Gly
1675

His

Ser

Ser

Ser

Leu

Cys

Leu

Pro

Ala

Arg

val

Leu

Val

Leu

Leu

Met

Trp

His

Leu

Trp

Tyr

Val

Ala

Gly

Asn

Phe

Ser

Gly

Val

Leu

Pro

Pro

Ala

Asp

Ala

Ala

Ser

Thr

Thr

Gly Arg
1500

Ala Leu
1515

Phe Leu
1530

Ile Cys
1545

Leu Thr
1560

Ala Ala
1575

Val Gly
1590

Ile His
1605

Thr Ala
1620

Leu Thr
1635

Leu Leu
1650

Val Asn
1665

Ile Asp
1680

Glu

Ala

Ala

Phe

Met

Gly

Arg

Gln

Pro

Gly

Glu

Val

Gly
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vVal

His

Phe

Phe

Leu

val

Phe

Tyr

Glu

Arg

Gly

Vval

Gly

Arg

Cys

Pro

Trp

Leu

Thr

Thr

Gly

Thr

Ala

Gly

Arg

Ile Phe

Leu Ala

Ala Tyr

Met Leu

Val His

Ser Leu

Gln Val

Ser Gly

Thr Tyr

Leu Ile

Phe Arg

Ser Ser

vVal Ile

137

Ile

Leu

Ala

Leu

Ser

Gly

Ala

Pro

Met

Phe

Thr

Leu

val

Leu

Lys

Trp

Arg

Phe

Ile

Gly

Arg

Ala

Thr

Gln

Gly

Thr

Val

Ala

Pro

Trp

Leu

Thr

Ile

Gly

Ala

Pro

Lys

Ser

Ala

1490

1505

1520

1535

1550

1565

1580

1595

1610

1625

1640

1655

1670



Thr His
1690

Tyr Asn
1705

Ser His
1720

Ala Lys
1735

vVal Glu
1750

Asn Cys
1765

Leu Ile
1780

Val Thr
1795

Leu Ser
1810

Gly Asp
1825

Ile Pro
1840

Glu Gly
1855

Val

Arg

Ala

Gly

Pro

Gly

Gly

Thr

Asp

Ile

Ser

Gly

Leu

Met

Asp

Tyr

Gly

Asp

Val

Pro

Leu

Lys

Asp

Leu

Asn

His

Asp

Arg

Ile

Ser

His

Glu

Ser

Leu

Leu

Ser

Gly Asn
1695

Thr Phe
1710

Trp Gln
1725

Gly Arg
1740

Met Gly
1755

Gly Ser
1770

Thr Gly
1785

Gly Glu
1800

Arg His
1815

Ser Pro
1830

Ala Ser
1845

Thr Val
1860

Thr

Asn

Gly

Ala

Glu

Pro

Ser

Thr

Phe

Ala

Leu

Gln
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Ala

Thr

Val

Tyr

Gly

Val

Asn

Cys

Ala

Ile

Leu

Leu

Arg

Asn

Ala

Trp

Phe

Ile

Lys

Ser

Gly

Ile

Ala

Leu

Val

Gly

Pro

Gln

Ala

Ser

Leu

Ile

Pro

Pro

Ser

Cys

138

Thr

Asp

Met

Thr

Phe

Glu

Gly

Lys

Ser

Asp

val

Val

Gly

Tyr

Val

Ser

Cys

Ala

Ser

Glu

Val

Val

Pro

Phe

Asp

Ala

Lys

Thr

Phe

Gly

Gly

Thr

Pro

Thr

vVal

Phe

Ser

Trp

Ile

Gly

Thr

Asp

Leu

Arg

Leu

Thr

Met

Leu

1685

1700

1715

1730

1745

1760

1775

1790

1805

1820

1835

1850



Leu Trp
1870

Gly Phe
1885

Ala Val
1900

Trp Ser
1915

Asn Arg
1930

val Gly
1945

Glu Leu
1960

Leu Ala
1975

His Ala
1990

His Asn
2005

Leu Arg
2020

Ser Cys
2035

Lys Leu
2050

Arg

Phe

Phe

Ala

Asn

Leu

Ser

Val

Leu

Met

Tyr

Gly

Ser

Met

Leu

Ser

Gln

Arg

Ala

Gln

Thr

Gly

Leu

Phe

Met

Gln

Met

Leu

Phe

val

Leu

Thr

Ala

Ser

Val

Vval

Ala

Asn

Ala

Gly His
1875

Asn Glu
1890

Ala Leu
1905

Leu Met
1920

Ser Leu
1935

Glu Ile
1950

Leu Ser
1965

Tyr Val
1980

Ile Leu
1995

Gly Asp
2010

Glu Gly
2025

Asn Glu
2040

Asp Leu
2055

Ala

Ile

Phe

Ile

Ala

Gly

Thr

Pro

Trp

Gly

Asn

Ser

Asp

ES 2 692 809 T3

Trp

Leu

Val

Arg

Phe

Thr

Tyr

Thr

Leu

Ser

Leu

Leu

Phe

Thr

Pro

Leu

Leu

Tyr

Phe

Cys

Ile

Phe

Phe

Arg

Thr

Leu

Pro Ile

Ala Val

Ala Trp

Leu Thr

Ala Phe

Ala Gly

Phe Leu

Ile Ile

Lys Tyr

Ser Ser

Lys Gly

Ala Ala

Ser Ser

139

val

Leu

Ala

Ala

Gly

Gly

Pro

Gly

Ala

val

Leu

Leu

Ala

val

Thr

Ala

Gly

Trp

Arg

Gly

Cys

Phe

Ser

Ala

Thr

Val

Arg

Pro

Leu

val

Pro

Phe

Leu

Leu

Phe

Gln

Cys

Asn

1865

1880

1895

1910

1925

1940

1955

1970

1985

2000

2015

2030

2045



Phe Lys
2065

Gln Tyr
2080

Ala Ser
2095

Leu Glu
2110

Asp Val
2125

Asp Ile
2140

Thr Arg
2155

Ser Asn
2170

Pro Thr
2185

Asp Asp
2200

Gly Phe
2215

Lys Ser
2230

Gln Asp

Cys

Ile

Leu

Ala

Ile

Asn

Cys

Thr

Pro

Leu

His

Asn

His

Phe

Glu

Val

Phe

vVal

Val

Leu

Pro

Leu

Lys

Lys

Gly

Ala

Val

Ala

Gln

Ala

Leu

Gly

Gly

Val

Phe

Val

Ile

Asp

Phe

Ser Ala
2070

Ala Tyr
2085

Val Asp
2100

Glu Thr
2115

Leu Gly
2130

Gly Glu
2145

Gly Ser
2160

Asp Thr
2175

Glu Asn
2190

Glu Arg
2205

Asn Gly
2220

Thr Phe
2235

Gln Asp

Ser

Ala

Lys

Ala

Gln

Arg

Lys

Leu

Gly

Met

Lys

Tyr

Arg

ES 2 692 809 T3

Asn

Arg

Met

Thr

His

Lys

Phe

Thr

Pro

Lys

Val

Thr

Ser

Met

Ala

Lys

Pro

Pro

Thr

Ser

Gly

Arg

Lys

Tyr

Asp

Thr

Lys

Leu

Gly

Ser

His

Val

Val

Ile

His

His

Cys

Asp

Asp

Asn

Arg

Val

Leu

Gly

Ser

Cys

Pro

Arg

Cys

Lys

Ser

Tyr

140

Ala

Gln

Leu

Asp

Ser

Val

Thr

Leu

Ser

Val

Ile

Arg

Arg

Ala

Glu

Ala

Thr

Ile

Gln

val

Gln

Glu

Ser

Trp

Tyr

Asp

Gly

Leu

Lys

Gly

Leu

Glu

val

Thr

Asp

Leu

Asp

Thr

Arg

2060

2075

2090

2105

2120

2135

2150

2165

2180

2195

2210

2225

2240



ES 2 692 809 T3

2245 2250

Asp Tyr Glu Gly Val Gln Thr Ala Pro Gln Gln Gly Phe Asp Pro 2255
2260 2265

Lys Ser Glu Ala Pro Val Gly Thr Val Val Ile Gly Gly Ile Thr 2270
2275 2280

Tyr Asn Arg His Leu Val Lys Gly Lys Glu Val Leu Val Pro Lys 2285
2290 2295

Pro Asp Asn Cys Leu Glu Ala Ala Arg Leu Ser Leu Glu Gln Ala 2300
2305 2310

Leu Ala Gly Met Gly Gln Thr Cys Asp Leu Thr Ala Thr Glu Val 2315
2320 2325

Glu Lys Leu Lys Arg Ile Ile Ser Gln Leu Gln Gly Leu Thr Thr 2330
2335 2340

Glu Gln Ala Leu Asn Cys 2345

<210> 3

<211> 1463

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> ORF 1B DE MSV 94881 CODIFICADO POR LA SECUENCIA DE SEQ ID NO:1 ENTRE LOS NUCLEOTIDOS
7209..11600

<400> 3

Thr Gly Phe Lys Leu Leu Ala Ala Ser Gly Leu Thr Arg Cys Gly Arg 1
5 10 15

Gly Gly Leu Val Val Thr Glu Thr Ala Val Lys Ile Val Lys Tyr His
20 25 30

Ser Arg Thr Phe Thr Leu Gly Ser Leu Asp Leu Lys Val Thr Ser Glu 35
40 45

141



Val
55

Leu

Asp
85

Gly
100

Glu
120

Gln
135

Tyr
150

Leu
165

Thr
180

Leu
200

Phe
215

Asp
230

Lys
245

Glu

Cys

Vval

His

Thr

Ala

Lys

val

Lys

val

Glu

Ser

Ala

val

Ser

Leu

Gly

Ala

Cys

Leu

Asn

Ser

Ser

Leu

Arg

Ala

Lys

Gly

Leu

Ala

Pro

Glu

Tyr

Thr

Ala

Asp

Tyr

Pro

Ala

Lys

Val

Lys

Gly

Thr

Val

Pro

Arg

Ile

Gly

Val

Asp

Glu

Ser
60

val

Pro
90

Asn
105

Lys
125

Arg
140

Val
155

Phe
170

His
185

Lys
205

Pro
220

Thr
235

Asp
250

Thr

Leu

Gly

Met

Val

Arg

Arg

Gly

Ala

Ser

Thr

Pro

Leu

Glu

Met

Leu

Gly

Glu

Gly

Gly

Asp

Ala

Thr

val

Phe

Gln

Gln

Arg

Asp

Val

Leu

Asp

Asp

Leu

Cys

Leu

Pro

Met

Lys

ES 2 692 809 T3

Gly

Pro

Thr

Asn

Glu

Ala

Pro

Pro

Cys

Gly

Tyr

Cys

Tyr

His

His

Thr
95

Gly
110

Leu

Pro

Glu
160

Tyr
175

Leu
190

Thr

Ser

Thr
240

Asp
255

Ala

Pro

Pro

Ser

Ser

Asn

Arg

Lys

His

Thr

Vval

Lys

Leu

142

val

Pro

Gly

Ile

Lys

Leu

Arg

Thr

Pro

Leu

Met

His

Ser

val

Ser

Ile

Trp

Gln

Gln

Lys

Pro

Asn

Gln

Glu

Gly

Thr

Ala

Leu

Gln

Asp

Ile

Leu

Gly

Gln

Gly

His

Tyr

Thr

Gln

Asn

val

Pro

Phe

Ile

Pro

Arg

Asp

Val

Gly

Leu

Ser

Gly

65

145

225

50

130

210

115

195



Phe
260

His
280

Lys
295

Val
310

Glu
325

Ser
340

Leu
360

Lys
375

Leu
390

Cys
405

Leu
420

Asn
440

Val

Vval

Asn

Gln

Asn

Lys

Ala

Ala

His

Asp

Tyr

Cys

Leu

Gly

Ser

Ser

Trp

Pro

His

Trp

Cys

Arg

Glu

Cys

Pro

Lys

Met

Ile

Gln

Lys

Arg

Lys

Thr

Ser

Leu

His

Gly

Ala

Ala

Pro

Thr

Thr

Ser

Ser

val

Thr

Ala

Asp

ES 2 692 809 T3

Val Leu Arg Leu Val
265

Pro Pro Leu Phe Leu
285

Gly Val Asn Gly Gln
300

Glu Ile Asp Glu Met
315

Val Thr Pro Cys Thr
330

Arg Thr Ile Leu Gly
345

Ala Leu Ser Gly Val
365

Pro Ile Ala Leu Gly
380

Ala Gly Arg Cys Leu
395

Pro Ala Ile Val Arg
410

Gly Cys Glu Glu Tyr
425

Leu Val Ala Thr Gln
445

Arg
270

Pro

Arg

Cys
320

Leu
335

Thr
350

Thr

Lys

Glu
400

Trp
415

Leu
430

Asp

Arg Phe

Ser Thr

Phe Pro

Ala Arg

Lys Lys

Asn Asn

Gln Ala

Asn Lys

Ala Asp

Phe Val

Pro Ser

Gly Ala

143

Ile

Tyr

Thr

Ala

Gln

Phe

Phe

Phe

Leu

Ala

Tyr

Phe

Phe

Pro

Lys

Val

Tyr

Ile

Met

Lys

Ala

Asn

vVal

Thr

Ser

Ala

Asp

Lys

Cys

Ala

Lys

Glu

Ser

Leu

Leu

Lys

275

290

305

355

370

385

435



Arg
455

val
470

Lys
485

Phe
500

Leu
520

val
535

Thr
550

Gly
565

Tyr
580

Ala
600

Tyr
615

Tyr
630

Lys
645

Gly

Tyr

Met

Glu

Vval

Glu

val

Arg

His

Ile

Glu

Arg

Ser

Gly

Ser

Gly

Asp

Leu

His

Ile

Gln

Met

Leu

Asp

Phe

His

Leu

Leu

His

Leu

Tyr

Leu

Thr

Leu

Lys

Met

Leu

Pro

Asn

Ser

Ile

Glu

Leu

Ala

Asp

Asp

Val

Ala

Asp

Ile

Gly

Glu

Ser
460

Ile
475

Tle
490

Glu
505

Glu
525

Leu
540

Lys
555

Pro
570

Gln
585

Ser
605

Cys
620

Pro
635

Gly
650

Gly

Tyr

Gly

Ile

Arg

Met

Pro

Asn

Asn

Cys

Gly

Ala

Lys

Asp

Ala

Leu

Gln

Pro

Leu

Ser

Arg

Ala

Ala

Ile

Phe

Lys

Pro

Gln

Lys

Pro

Thr

Gly

Phe

Asp

Ser

Cys

Ala

Phe

Cys

ES 2 692 809 T3

val

His

Phe

Met

Phe

Phe

Leu

Arg

Glu

Ile

Arg

Met

Arg

Thr

Met
480

Leu
495

Leu
510

Pro

Lys

Gly
560

Ile
575

Tyr
590

Asp

Cys

Ser
640

His
655

Ser

Val

Glu

Val

Asn

Thr

Cys

Leu

Tyr

His

Ala

Met

Cys

144

val

Leu

Glu

Tyr

Tyr

Asp

Arg

Ala

Ala

Asp

Arg

Trp

Gly

Ser

Ser

Gln

Ser

His

Pro

Ile

Ala

Ser

Pro

Gln

Glu

Ile

Asn

Ala

Leu

Asp

Trp

Lys

Glu

Leu

Ala

Glu

Asp

Lys

Cys

Thr

Leu

Lys

Asp

Trp

Lys

Ala

Ala

Ala

Trp

Gly

Leu

Asp

465

545

625

450

530

610

515

595



Ala
660

His
680

His
695

Gly
710

Pro
725

Pro
740

Ile
760

Pro
775

Asn
790

Thr
805

Pro
820

Arg
840

Arg

Lys

Ser

Ala

Lys

Arg

Gly

Ala

Leu

Val

Thr

Thr

Tyr

Ser

Ala

His

Gly

Ser

Thr

Arg

Gly

Leu

Leu

Trp

His

Ser

Gly

Asp

Phe

Ser

Pro

Ile

Tyr

Asn

Pro

Leu

Leu

Gln

Ile

Pro

Tyr

His

Lys

Leu

Ile

Gln

Glu

Thr

Ser

Leu

Thr

Pro

Trp

Ala
665

Gln
685

Glu
700

Asp
715

Met
730

Ser
745

Val
765

Cys
780

Lys
795

Asn
810

Met
825

Gly
845

val

Ser

His

Cys

Ala

Lys

Arg

Asp

Lys

Phe

Gln

Phe

Ala

Arg

Ala

Cys

Ser

Val

Val

Arg

Leu

Asp

Ile

Val

Asp

Ser

Leu

ES 2 692 809 T3

Cys

Pro

Gln

Leu

Asp

Gly

Ser

Ile

Val

Gln

Ile

Gly

Ile

Gly

Val

Cys

Lys

Asn

Leu

Asp

Asn

Gly

Asp

Val

Leu

Ala

Leu
670

Thr

Gln

Gln
720

Lys
735

Val
750

Gly

Met

Pro
800

Asp
815

Ser
830

Pro

Ser

Asp

Leu

Ser

Ile

Thr

Ala

Asp

val

Pro

Asp

Ala

Phe

Gly

145

Leu

Ser

Pro

Pro

Thr

val

Tyr

Lys

Gly

Val

Leu

Pro

His

Cys

Cys

val

Tyr

Thr

Lys

Gln

val

Ser

Ile

Lys

Pro

val

Leu

Gly

Gly

Lys

Leu

Arg

val

Ala

Gly

Tyr

Val

Pro

Pro

Phe

His

Ala

Pro

Asp

Gly

Val

Cys

Lys

Thr

Cys

Ala

Gly

705

785

690

770

850

675

755

835



855

Arg Val
870

Leu Arg
885

Gln Leu
300

Met Pro
920

Cys Ala
935

Arg Asn
950

Val Leu
965

Asp Ser
980

Ser Pro
995

Ala Arg
1015

Glu Phe
1030

Phe Ser
1045

Ser

Leu

His

Gln

Ala

Thr

Thr

Ser

Lys

His Gly Leu Phe Ile

Phe Asn Leu Thr Pro Glu Arg Thr Asp Cys

Tyr

Leu

Pro

Lys

Ile

Arg

Pro

Gln

Ser

Leu

Ser

val

Gln

Gln

Val

Tyr

Gly

Leu

860

Asp
875

Lys
890

Gly
905

Leu
925

Pro
940

vVal
955

His
970

Ala
985

Asn

1000

102

103

Glu

Thr

Phe

Thr

Cys

Phe

Lys

Thr

Lys

0

5

Ala

Pro

Asp

Thr

Tyr

Thr

Asp

Phe

Ser

ES 2 692 809 T3

Gly Tyr Cys Asn
880

Leu Val Cys Leu
895

Ser Tyr Cys Tyr
910

Ile Tyr Arg Phe

Arg Glu Lys Leu

Thr Arg Pro Val
960

Arg Thr Gly Ser
975

Asp Ile Val Thr
990

Arg Ala Leu Val Ala

1005

His Leu

Gly Asp

Val Phe

Gly Pro

Glu Ser

Ala Phe

Ala Ile

Leu His

Asp

Leu

Asp

Asn

Lys

Gly

Thr

Leu

Ile

Gln

Gln

Ile

Ala

Gln

Ile

Pro

Tyr Asp Pro His Asp Gln Leu Gln

Asn Leu Ala

Arg Gly Asp Glu Leu Val Val Leu Asn Val Asp Asn Ala

105

0

146

865

945

Ile Thr Arg

930

1010

1025

1040

915



Val Thr
1060

Arg Val
1075

Ala Ser
1090

Asn Leu
1105

Leu Pro
1120

Asn Asn
1135

Ile Asp
1150

Val Gly
1165

Tyr Leu
1180

Thr Leu
1195

Leu Asp
1210

Phe Ile
1225

Ile Thr
1240

Thr

Ser

Leu

Gly

Lys

Arg

Ala

Pro

Thr

Val

Ala

Gly

Ser

val

Asp

Glu

Phe

Glu

Ala

Arg

Ser

Leu

Ser

Ala

Asp

Lys

Ala

Pro

Gly

Tyr

Leu

Trp

Tyr

Ile

Tyr

Thr

Glu

Val

Tyr

Lys Ala
1065

Arg Cys
1080

Ser Cys
1095

Phe Ser
1110

Ala Pro
1125

Pro Asp
1140

Ser Lys
1155

Phe Leu
1170

Ile Gly
1185

Gly Arg
1200

Glu Glu
1215

Lys Gly
1230

Leu Pro
1245

Leu

Lys

Met

Pro

His

Arg

Pro

Gly

Gly

Ile

Ala

Thr

Arg

ES 2 692 809 T3

Glu

Ser

Pro

Asp

Trp

Leu

Met

Thr

Glu

Ala

Ala

Thr

Ser

Thr

Leu

Leu

Ser

Pro

vVal

val

Pro

Pro

Thr

Arg

Ile

Leu

Gly Ser

Leu Ala

Pro Gln

Pro Ala

Val val

Ala Ser

Gly Ala

Gly Val

Gln Ala

Asp Cys

Glu Leu

Gly Gly

Pro Lys

147

Pro

Ala

Val

Phe

Thr

Met

Gly

Val

Leu

Pro

Cys

Asp

Arg

Cys

Ala

Ala

His

Arg

Tyr

Ser

Pro

Glu

His

His

Ser

Phe

Ser

His

Pro

Gln

Pro

Vval

Tyr

Glu

Tyr

Ala

His

Val

1055

1070

1085

1100

1115

1130

1145

1160

1175

1190

1205

1220

1235



Ala Vval
1255

Cys Thr
1270

Gln Pro
1285

Arg Asp
1300

Gln Leu
1315

Phe Ile
1330

Ile Gly
1345

Trp Arg
1360

Val Ile
1375

Lys Ile
1390

Asn Thr
1405

Lys Asp
1420

His Ala
1435

Leu Gly
1450

Pro Glu

<210> 4
<211> 249

Val

Leu

Glu

Val

Glu

Gln

Pro

Ala

Leu

Leu

Glu

Tyr

Ile

Thr

Gln

Gly

Thr

Thr

Arg

Gly

Leu

Ala

Asp

Thr

Gly

Asp

Thr

Tyr

Glu

Val

vVal

Asp

Ala

Leu

Leu

Pro

Thr

Leu

Thr

Leu

Trp

Asp

Gly

Leu

Pro

Ser Ser
1260

Val Tyr
1275

Ser Lys
1290

Met Val
1305

Thr Trp
1320

Lys Asp
1335

Ala Asn
1350

Ala Vval
1365

Ala Trp
1380

Gln Pro
1395

Ala Ile
1410

Tyr Asn
1425

Arg Ala
1440

Gln Vval
1455

1460

Pro

Leu

Cys

Trp

Ser

Ala

Arg

Thr

Phe

Phe

Leu

Trp

Arg

Glu

ES 2 692 809 T3

Gly

Pro

Trp

Lys

Ala

Val

Lys

Pro

Glu

Arg

Ala

His

Asp

Leu

Arg

Glu

Lys

Gly

Leu

vVal

Val

Tyr

Asp

Arg

Arg

Cys

His

Gly

Ala

Leu

Leu

Ala

Pro

Tyr

val

Asp

Leu

Thr

Arg

Val

Thr

Arg

Ala

Arg

Lys

Thr

Asp

Ile

Arg

Tyr

Gly

Phe

Met

Arg

Tyr

Pro

148

Lys

Pro

Leu

Ala

Tyr

Asp

Thr

Gly

Pro

Gly

Asn

Glu

His

Arg

Ala

Tyr

Asp

Tyr

Ala

Pro

Thr

Ala

Gln

Phe

Asp

Arg

Val

Leu

Phe

Phe

Arg

Cys

Asp

Gln

Trp

Glu

Gly

Pro

Phe Ala

Leu

Pro

1250

1265

1280

1295

1310

1325

1340

1355

1370

1385

1400

1415

1430

1445



10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> ORF 2 DE MSV 94881 CODIFICADO POR LA SECUENCIA DE SEQ ID NO:1 ENTRE LOS NUCLEOTIDOS
11611..12360

<400> 4

Met
5

Pro
20

Pro
40

Ser
55

Leu
70

Pro
85

His
100

Tyr
120

Gln

Ser

Tyr

Glu

Pro

Asp

Met

Arg

Trp

Leu

Cys

Trp

Asn

Val

Arg

Thr

val

Ser

Leu

Phe

Tyr

Pro

vVal

Met

Tyr

Ser

Gly

Ala

Arg

Gln

Ser

Glu

Cys Gly
10

Leu Leu
25

Ser Leu
45

Pro Arg
60

Arg Ser
75

Phe Ala
90

His Leu
105

His Ser
125

Val

Val

Leu

Phe

Tyr

vVal

Ile

Gly

ES 2 692 809 T3

Lys

Trp

Gln

Ser

Glu

Lys

Asp

Gln

Ser

Leu

Ala

val

Gly

His

Glu

Ala

val
15

Thr
30

Gly

Arg

Leu
80

Pro
95

Met
110

Ala

Ser

Leu

Tyr

Ala

Leu

Leu

val

Trp

149

Cys

Ser

Trp

Leu

Pro

Gly

Ser

Lys

Ser

Ser

Ser

Pro

Asn

Ile

Arg

Gln

Trp

Phe

Ser

Phe

Cys

Leu

Arg

vVal

Met 1

Ser

Phe

Thr

Arg 65

Trp

Ile

val

35

50

115



10

15

ES 2 692 809 T3

Ser Glu Ala Thr Leu Thr Lys Leu Ser Arg Leu
135 140

Phe Gln His Leu Ala Ala Val Glu Ala Asp Ser
150 155 160

Ser Arg Leu Ala Met Leu Lys Asn Leu Ala Val
165 170 175

Glu Tyr Asn Thr Thr Leu Asp Arg Val Glu Leu
180 185 190

Gly Thr Arg Pro Lys Leu Thr Asp Phe Arg Gln
200 205

His Ala Ser Ile Phe Ser Ser Val Ala Ser Ser
215 220

Val Leu Trp Leu Arg Ile Pro Ala Leu Arg Tyr
230 235 240

Trp Pro Thr Ala Thr His His Ser Asn

<210>5

<211> 265

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ORF 3 DE MSV 94881 CODIFICADO POR LA SECUENCIA DE SEQ ID NO:1 ENTRE LOS NUCLEOTIDOS

12219..13016

<400> 5

Asp

Cys

Gly

Ile

Trp

Val

val

Val val

Arg

Phe

Asn Val

Phe

Leu

Thr

Phe

Pro

Ile

Leu

Gly

245

Thr

Leu

Ser

Thr

Ser

Phe

Phe

His 130

Ser 145

Leu

Pro

val 195

Thr 210

His 225

Met Ala Tyr Gln Arg Ala Arg Phe His Leu Leu Leu Cys Gly Phe Val 1

5 10 15

Cys Tyr Leu Val His Ser Ala Leu Ala Ser Asn Ser Ser Ser Thr Leu

20 25 30

Cys Phe Trp Phe Pro Leu Ala His Gly Asn Thr Ser Phe Glu Leu Thr 35

150



40

Ile
55

Gln
70

Arg

Gly
100

Leu
120

Gly
135

Ala
150

Ser
165

Trp
180

Leu
200

Arg
215

Ser
230

Gln
245

Pro

Asn

Arg

Cys

Tyr

Ser

Asn

Glu

Ala

Phe

Asn

Arg

Trp

Arg

Ser

<210>6

<211> 183

Tyr

Leu

Glu

Asp

Phe

Val

His

Ser

His

Ile

Ile

Ser

Lys

Ala

<212> PRT

Thr

Glu

Glu

Asn

Ser

Ser

Asp

Tyr

Leu

Ser

Tyr

Phe

Val

Phe

Ile

Pro

Arg

Leu

Tyr

Arg

Gly

Ala

Glu

Trp

Gln

Arg

Pro

Pro

45

Cys
60

Gly
75

Asp

Lys
105

Ala
125

vVal
140

Gln
155

val
170

Trp
185

Phe
205

Ile
220

Thr
235

Leu
250

Ser

Lys

Arg

His

Leu

Ala

Phe

Asn

Tyr

Leu

Leu

Leu

Ser

Pro

Thr

Pro

Asn

Asp

Glu

Gln

Val

Ser

Tyr

Arg

Arg

Arg

Ile

Ser

Ser

ES 2 692 809 T3

Cys

vVal

Glu

Gly

Phe

Asp

Thr

His

Pro

Arg

Pro

vVal

Gly

Arg

Pro

Trp

Leu

Tyr

His

Lys

Ile

His

Phe

Ser

Thr

Ser

Gly

Thr

Cys
80

Ser

Tyr
110

Pro

Arg

Ser
160

Gln
175

Phe
190

Pro

Arg

Asn
240

Arg Pro

255

Ser

Lys

Met

Ala

Glu

His

Ala

Ile

Ser

Ala

Pro

Leu

151

Gln

Ile

Ser

Trp

Leu

Gln

Arg

Asp

Ser

Ser

Arg

Thr

Asn

260

Ala

Gly

Ile

Leu

Phe

Phe

His

Gly

Trp

Pro

Leu

Ala

His

Pro

Ala

Gly

Ile

Asn

Gly

Leu

Ala

Pro

Gln

Asp

Ser

Phe

Ile

Cys

Ile

Asn

val

Ser

Val

50

65

115

130

145

195

210

Gly Pro Gln 225

Val vVal Lys

265



10

15
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<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ORF 4 DE MSV 94881 CODIFICADO POR LA SECUENCIA DE SEQ ID NO:1 ENTRE LOS NUCLEOTIDOS

12761..13312
<400> 6

Met Ala Ala Thr Ile Leu Phe Leu Leu Ala Gly
5 10 15

Val Ser Glu Ala Phe Ala Cys Lys Pro Cys Phe
20 25 30

Asp Ile Lys Thr Asn Thr Thr Ala Ala Ala Gly
40 45

Asn Ile Asn Cys Phe Gln Ser His Arg Ala Ser
55 60

Thr Pro Leu Arg Arg Ser Ser Gln Cys Arg Glu
70 75 80

Gln Tyr Ile Thr Ile Thr Ala Asn Val Thr Asp
85 90 95

Asn Ala Asp Leu Leu Met Leu Ser Ala Cys Leu
100 105 110

Met Ser Glu Lys Gly Phe Lys Val Ile Phe Gly
120 125

Val Ser Ala Cys Val Asn Phe Thr Asp Tyr Val
135 140

His Thr Gln Gln His His Leu Val Ile Asp His
150 155 160

Phe Leu Thr Pro Ser Thr Met Arg Trp Ala Thr
165 170 175
Leu Ala Ile Leu Leu Ala Val 180
<210>7

<211> 201

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

Ala

Ser

Phe

Thr

Ala

Glu

Phe

Asn

Ala

Ile

Thr

152

Gln

Thr

Met

Ala

Val

Ser

Tyr

Ile

His

Arg

Ile

His

His

Val

Gln

Gly

Tyr

Ala

Ser

Val

Leu

Ala

Leu

Leu

Leu

Gly

Ile

Leu

Ser

Gly

Thr

Leu

Cys

Met

Ser

Gln

Thr

Pro

Tyr

Glu

val

Gln

His

Leu

1

65

145

50

130

35

115



10

15

<223> ORF 5 DE MSV 94881 CODIFICADO POR LA SECUENCIA DE SEQ ID NO:1 ENTRE LOS NUCLEOTIDOS

13309..13914
<400> 7

Met Lys Cys Ser Cys
5

Phe Trp Trp Leu Phe
20

Asp Gly Asn Asp Asp
40

Ile Cys Glu Leu Asn
55

Ala Val Glu Thr Phe
70

Leu Gly Phe Leu Thr
85

Ala Val Ser Ala Thr
100

Met Tyr Gly Val Cys
120

Ala Ala Lys Asn Cys
135

Asn Phe Ile Val Asp
150

Ile vVal Val Glu Lys
165

Asn Ile Lys His Val
180

Arg Thr Ser Ala Glu

<210> 8

<211>173

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

Lys
10

Leu
25

Ser
45

Gly
60

vVal
75

Thr
90

Gly
105

Ala
125

Met
140

Asp
155

Leu
170

Val
185

Gln

Leu

Leu

Ser

Thr

Leu

Ser

Phe

Phe

Ala

Arg

Gly

Leu

Trp

Gly

Cys

Thr

Glu

Tyr

His

Ile

Ala

Cys

Gly

Lys

Glu

Glu

ES 2 692 809 T3

His

Thr

Ser

Trp

Pro

Phe

Gly

Ala

Arg

Arg

Ala

Gly

Ala

Phe

Gly

Gln

Leu

val

Leu

Glu

Phe

Tyr

Ile

Glu

val

Leu
15

Leu
30

Tyr

Ser

Ala
80

Asp
95

Arg
110

val

Ala

His
160

Vval
175

Lys
190

Thr

Ser

Ile

Gly

Thr

Ala

Tyr

Cys

Arg

Arg

Gly

Ala

195

153

Pro

Trp

Tyr

His

His

Leu

Val

Phe

Thr

Trp

Gly

Gln

His

Ser

Asn

Phe

Ile

Gly

Leu

Val

Arg

Lys

Asp

Pro

Ser

Phe

Leu

Asp

Ile

Leu

Ser

Ile

Phe

Ser

Leu

Leu

Cys

Val

Thr

Trp

Ser

Gly

Ser

Arg

Thr

Ser

Val

Thr

1

65

145

200

50

130

35

115
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15

20

ES 2 692 809 T3

<223> ORF 6 DE MSV 94881 CODIFICADO POR LA SECUENCIA DE SEQ ID NO:1 ENTRE LOS NUCLEOTIDOS
13902..14423

<400> 8

Met Gly
5

Leu Val
20

Leu Lys
40

Phe Leu
55

Gln Ser
70

Leu Trp
85

Arg Cys
100

His His
120

Asn Arg
135

Thr Leu
150

Val Lys
170

<210>9

<211>128

Ser

Leu

Val

Asn

Thr

Gly

Arg

val

Ala

val

Arg

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

Leu

Ala

Ser

Cys

Asn

val

Leu

Glu

Tyr

Pro

Gly

Asp

Phe

Arg

Ser

Arg

Tyr

Cys

Ser

Ala

Gly

Val

Asp
10

Ser
25

Gly
45

Phe
60

Val
75

Ser
90

Cys
105

Ala
125

Val
140

Leu
155

Val

Phe

Ile

Arg

Thr

Ala

Leu

Leu

Ala

Arg

Arg

Asn

Cys

Thr

Leu

Phe

Phe

Thr

Gly

Gly

Lys

Ser

Leu

Asn

Tyr

Leu

Gly

Thr

Glu

Arg

Leu

Pro

Leu

Val

Asp

Thr

Gly

Tyr

Leu

Ser

Arg

His

Gly

val

Lys

Pro
15

Pro
30

Leu

Met

Gly
Trp

95

Tyr
110

Ser

Leu

Leu

160

Tyr

Thr

Ile

Leu

Thr

Ala

Lys

Ile

Ile

Thr

Gly

Gly

Ala

Met

His

Tyr

Val

Phe

Leu

Pro

Ser

Gly

Arg

Ala

Ile

Ile

val

Val

Ile

Ala

Ala

Val

Lys

Gln

Tyr

Leu

His

Ala

Thr

Pro

Ser

Asn

Arg

Lys 1

Ala

Ile 35

Phe 50

Leu 65

Ser

Ala

Gly 115

Gly 130

Ala 145

165

<223> ORF 7 DE MSV 94881 CODIFICADO POR LA SECUENCIA DE SEQ ID NO:1 ENTRE LOS NUCLEOTIDOS
14413..14799

<400> 9

154



10

Met Ala Gly

Met Gly Lys
20

Met Ile Lys
40

Lys Lys Pro
55

Arg His His
70

Gln Thr Ala
85

Gly Lys Val
100

Val Arg Leu
120

<210> 10
<211> 14843
<212> DNA

Lys

Gly

Ser

Glu

Leu

Phe

Ser

Ile

Asn

Gln

Gln

Lys

Thr

Asn

Phe

Arg

Gln
10

Pro
25

Arg
45

Pro
60

Gln
75

Gln
90

Gln
105

Val
125

Ser

Val

Gln

His

Ala

Gly

Val

Thr

Gln

Asn

Gln

Phe

Glu

Ala

Glu

Ser

ES 2 692 809 T3

Lys

Gln

Ser

Pro

Arg

Gly

Phe

Thr

Lys

Leu

Arg

Leu

Ser

Thr

Met

Ser

Arg
15

Cys
30

Gly

Ala

Leu
80

Ala
95

Leu
110

Ala

Arg

Gln

Gly

Ala

Cys

Ser

Pro

Ser

<213> Virus del sindrome respiratorio reproductivo porcino

<400> 10

155

Asn

Leu

Gln

Glu

Leu

Leu

Val

Gln

Ala

Leu

Ala

Asp

Gln

Ser

Ala

Gly

Ala

Gly

Lys

Asp

Ser

Ser

His

Ala

Pro

Thr

Lys

Ile

Ile

Ser

Thr

Asn

65

50

35

115



tttgtgtacc
cgacaggtac
ggacctceceg
tctgggatgt
caagtctatt
acggacctcg
cccattggta
tttectttag
gctgacgtat
tacgagegtg
gcgaactcca
tcceetttge
agcatataca
cgcatgatgt
ctagaacacc
gccgattggg
tgcggectace
ttgagccagt

caaaccaagt

ttggaggecgt
ccttctetet
agtatttccg
tctececeggtyg
gcacacggtg
gtgcagttgg
tcececccaggt
cgcgcatgac
tgtaccgtga
gttgcaattg
tgcacgtgtce
ctcaacggge
ggtgggaaaa
ggactccgga
aggtcaaggt
agctcactga
ttgttcggga
cagccgaagt

ggggtgtgce

gggtacagcc
cggggcgage
gagagcacct
catgtgcacc
tctcagtgeca
cttgtttcac
ggaatgttct
ctceggeaat
cggttgetta
gtatccgatt
cgaccaaccg
ttgtcggcag
atttgtaatt
atccgatgac
ccttgttegg
gtccectgag
ccecggctgta
gctcagtcge

tggcaagtac

ES 2 692 809 T3

ctgeccccace
gcgecgectg
gctttacggg
ccggcetgece
cggtctctte
aagcctaaag
ccatctgggt
cacaacttcce
acccctagac
acggggcctg
ttcecectggtyg
ccgttetgte
tttatggatt
tccacggett
agctttcceg
aacggttttt
tccgaaggca
gaggcgcatc

atccagcgca

ccttggecee
ctgctecectt
atctcegecee
gggtattttg
tctcteccaga
acaagctcca
gttgctgget
ttcaacgact
acctcegtga
tgcctgggat
ccactcatgt
cgttcgaaga
cctectecga
tggaagttct
cccatcacct
ccttcagcac
agtgttggcet
tggctaccge

gacttcaagt

156

tgttctagcce
gcggcgggaa
tttaaccatg
gaacgccggce
acttcaggac
ttggaaagtt
gtcaaccatt
cgtgaaggtt
actccaagtt
ggctgtgtac
gttaacaaat
ggcccattct
cggtcgatct
gccgeccgag
tgtcgacctt
gtcacatcct
ttcetgettt
ctatggttac

tcacggtctce

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140



cgtgctgtgg
tggatcagge
cttcgecattg
aagtggtatg
gactcggcett
tcceccacctg
attaataatg
tctgatggtg
aaccgcgcect
gaggtgaggc
tctgaaggct
gcectggegt
cttgccaatce
ccggagcagt
tgcggatcca
agctccaaac
tcegtgacte
tgggaagage
tctaaggaaa
gtccttaceg
ccactggatt
ccggacaatt
gcgaggectg
tttctggatt
tggcctgtaa
tttgtgaagce
tccgaageca
atcgatttga
ttcaggecgee
gttcatgcaa

agtcgtgega

tcgaccctga
acttgaccct
tgccgaacac
gtgcegecgg
ccaccctcaa
cggacgggtc
acttcacgtc
accttgctca
gccctaacge
ctggaatggc
gtgtcgegtce
ctgcttatag
cacctccecceca
ccggettete
cagaagggga
aggccatggce
tgaacgagtg
ccaaagaccc
cagcccctga
aggaacttag
tgacttggece
tgagctctgg
cacccegtet
tgcctgacgt
gggctacecge
ctcgaggtgt
gttctgtegt
caacttcgaa
cgegtttete
agataaagag

cccecageecac

tggtcccatt
gaatgatgat
agagcctacc
caaacgggcc
ggttgcccga
ttgtggttgg
ccctetgect
ggccattcaa
caaatacctc
tcectegetee
gccttacceg
actgccttca
ggagttctgg
tagtctgtat
attcatctat
ccteccttgea
cttcececacg
tggcgcetget
agaagctcaa
cgagcaacag
aaccttaacc
cattggtgcce
tgttgagcge
gcagacctcg
gtctgaccce
tttctectgat
cgatgaccgg
cgagacgctce
cgcgcaagct
tcgggtatat

caagaagtgg
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cacgttgaag
gtcacceegg
acacaccgga
cgtggcaagce
ccgacttecca
catgccecttg
cggtacaaca
tgtttgcaac
gtaaaactca
ctctetegtg
gaggacgggt
gactgtgttt
actcttgaca
aaattgttgt
actgttgaga
aaaattaagg
gatgttccag
gttgtcctat
gcgagaaacc
gtgcaggtgg
gctacggcga
cagcccgcecta
tgtggcacgg
gaccagcctt
ggttggatcc
ggcgagtcgg
acaaaagaag
tctgggtctg
ttaatcgacc
gaacaatgcce

ctcgacaaaa

cattgtcttg
gattecgtteg
tctttegttt
gtgccgcecaa
ccagtggaat
ccgccatact
ggccggagga
tacctgeege
acggagttca
agtgcgttgt
tgcctaaacg
gtgatggtat
aaatgttgac
tagaggtctt
ggatgttgaa
tcccatecte
tcaactctga
gtccatcgga
gtaaggtcct
ttgagggtga
ccectgttag
ccgttcaaga
agtcgaacgg
tagacctgtc
acggtaggcg
cccttecagtt
ctcecggtggt
acccctttga
gaggtggtce
ttcaagcttg

tgtgggacag

157

cccccagtet
cctaatgtcet
tggagtgcac
aagtgagaaa
cgtcacctac
gaaccggatg
cgattgggcet
catagctecgg
ttgggaggta
tggcgtcetge
tgcacttgag
tattgacttce
ttceceegtea
gccgcagaaa
ggattgtccg
aaaggcccca
gttaatatct
tgcaaaagaa
ccaccctgtg
tcaggatatg
agggccggta
actcattctg
cagcagttca
cctggecegeg
tgagcctgte
cggagagctt
tgacgcccece
attcgccaaa
gcttgeegat
tgaacctggt

ggtggacatg

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000



aaaacttggce
ctcecctgaca
agtgccggee
acaaaaccgg
gaagatgcca
gtgggtggag
cagcgccetta
cttttetege
cttgctetee
ttttctggtt
gtatttttat
gagtgtcatg
cttgtggtcg
cgttgtctct
atttatgtgg
cctgcagaag
tcecttgtgtg
tggcgegggt
tatgccaact
cccagtecagg
cctacgeeccg
gtcccagtca
cgctgeggtt
cagaccccce
gcegtggece
tcacctcaag
cctacttatg
accctgecat
ttggtgecttg
atggtctttt
tttectatge

tttttggtgt

gctgecaccte
tgattcaaga
tgaagcaact
ttggaccggt
tctcegetga
gttggaaaag
cgacatgggt
cacggggctce
tgctectgecg
ctgtgcggtg
tctegactce
ctgagetttt
ggccatcggg
ggtttgttct
tgtceccaagg
tgacccttaa
atcggttcca
gctggtgtgg
tggatgaaaa
ccattaaatg
aggtcgtccg
acccagattg
attcgacagc
tcaggaactc
aggtatctgt
tgtgtggteg
gcccecggagt
tgttctcage
cctececttggg
tggcgttttg
tecttgaggtg

tttgectace

gcagttccaa
cacaccgcct
ggtggcgeag
gcttgaccag
caagccaccce
ttttatgctc
ttttgaggtt
tatggctcca
ttcttaccca
tgttcgtttg
acccgaccca
ggctcttgag
cctcttatge
cctacgtata
gcgttgtcac
tgtgtttect
agcgccaaaa
tgagagccct
gaagatatcc
cctgaaagtt
tgtgtctgag
cagggttgtg
acaactggtc
tgtcececcace
gtggactctt
agggacctct
tgtgtgttce
cgttgcccecat
cgctttagec
tgcttacgec
ggtaaccctt

agctgecegge
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gctggtcaca
cctgttcecca
tgggatagga
accgteccte
cattcgcaaa
tcecggecacce
ctctecccate
ggtgattgge
atactcggat
ggtgtttttg
gteggttott
cagcgccaac
gtcattcttg
tgcatgcteg
aagtgttggg
ttttegegeg
ggagttgacc
attcatcaat
gcccagacgg
ttgcaggcag
attcccttcet
gtagattcgg
cttggtcggg
aaaacaactg
gttcatttca
gacccgtggt
tctegactet
ctttceggta
caccgcttgg
tggcccatga
catcctcteca

gttctectege

ttecttgagte
ggaagaaccg
aattgagtgt
tgectatgga
acccttctag
gtttcgeggg
tceccagettt
tgtttgcagg
gccttecctt
gttcttggat
cttgtgacca
tttgggaacc
gcaagttact
cagatttggc
gaaagtgtat
ccacccegete
ccgtgecactt
cacaccaaaa
tgattgctgt
gaggggctat
cggccccatt
acacttttgt
gcaactttge
gtggggecte
tccteggect
gttcgaacce
gcgtgtctge
gagaggtggg
ctcttaaggc
gctecetggtt
ctatgetttg

tgggaataac

158

cctcaaatte
agctggtgac
gacaccccee
catccagcaa
tcaagtagat
gtccgttagt
tatgctcaca
tgectgttcta
attgggtgtc
ggcttttget
cgattcgecg
tgtgcgecage
cggtgggtca
aatttctctt
aaggacggct
atctettgtg
ggcgacaggce
accgatagct
cccgtatgat
tgtggaccag
ttttccgaag
ggctgeggtc
caagctaaat
atacaccctt
ttggttaacg
tttttcgtat
cgacggagtt
gatttttatt
agacatgtca
aatttgcettce
ggtgcactca

cggtettett

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920



tgggcagttg
tatacctceg
gcggeegtte
ggatccctte
gtaggctcett
actgccacce
atgcacacgt
gttgecececta
accggagtcg
gactcagggt
aacaaactcg
actaggctct
aagttgagcc
cttgcttectg
ttececttetet
ttgctgaatg
gtacttgcat
gctctcaacce
gccacagaaa
tactgcttee
gggctccatg
ctggttggtg
cttaggaaag
gcttgcaagt
tttgtgtceg
agagctctge
gccaagcteg
gttctgettg
aaaactgtgt
gtcgtgtcca

ctttttgaaa

gccgtttecac
gaccacgtgg
ggagagccgce
ttgaaggtgc
ceccttggtte
atgtgttgaa
tcaatactaa
tggttaagat
aacctggcat
cacctgtcat
gttctggtct
ctgacctttc
cagccatcat
tcceegtgat
ggcgcatgat
aaattctcce
gggccaccce
gcaacaggtt
tcgggacttt
tgceccaggtt
cccteggegt
atgggagttt
gcgtgtcgea
tgtcgcaagce
cttcaaacat
gtcaggagct
aggctttege
ggcaacaccc
ctgtgcaaga
acacgcccgt

atggcececgeg

ccaggttgece
tgcagctget
tttgactgga
tttcagaact
tggaggagtt
tggtaacaca
tggtgattat
cgctaagggg
catgggggaa
ttcagaagct
tgtgacaacc
tagacatttt
ccetgatgtg
ggaaggtggc
gggccatgee
agcagtcttg
ctggtcggeca
gtcectggeg
tgctggtgga
ccttgetgtg
aattttgtgg
ctcaagcget
gtecctgtgge
tgaccttgat
gaaaaatgca
ggcctecttg
tgagacggce
ccatggatcce
aacacgatgc
ggataccttg

ccatcgcagce
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ggaattatca
gtagcaacgg
cggactttga
caaaagccct
ttcaccattg
gccagggtca
gcctggtece
tatcgeggte
ggattcgect
ggtgacctta
cctgaagggg

gcaggtccaa

acaactattc
ctctcaactg
tggacaccca
gtcecgagetg
caagtgttga
ttctacgcac
tggcctgaac
actagttatg
ttattcaaat
ttcttectac
atgaataacg
tttttgtcca
gctggccaat
gttcaggttg
actccgtcac
atcctcgaca
ctgggtggtt
accggcatcce

gaggacgacg

caccttatga
ctccagaagg
tcttcacacc
gccttaacac
atggcagaag
ctggtgattc
atgctgatga
gtgecctactg
tctgtttcac
ttggagtcca
agacctgctc
gcgtecectet
cgagtgactt
tccagectttt
ttgttgecegt
tgttectettt
tgattagact
tcggaggtgt
tgtcccaagce
tccccaccat
accgatgecet
ggtattttge
aatccctgac
gtttaacgaa
acatcgaggce
acaagatgaa
ttgacacagg
ttaatgtggg
ccaaattcag
cacttcagac

accttaaagt
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catccaccag
tacttacatg
atctgcagtc
cgtgaatgtc
agtcategte
ctacaaccgce
ctggcaaggce
gcaaacgtca
taactgtggce
taccggttca
catcaaggaa
tggggacatt
ggcatcgete
gtgecgtettt
aggcttcttt
tgcactcttt
cctcacggeg
cgttggectg
cctctcgaca
catcatcggt
ccacaacatg
tgagggtaat
agctgctttg
cttcaagtgce
ggcgtatget
aggagtattg
tgacgtgatt
gggtgaaagg
tgtctgecact
gccaacccca

tgagagaatg

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780



aaaaaacact
tgggacaagt
gcttttecagg
ccccaacagg
attacgtata
tgccttgaag
gaccttacag
accactgaac
gcctagttgt
taggctcttt
ggcacgctgt
ccecttgttga
atggggccgg
aggtagaact
cccctaacct
aaggtcgect
agtccgcaat
aatccacgct
atagtgtcat
gcacttccaa
tcttgectgg
caccactgtt
agaggttccce
ccgtcaagga
aacctaaaac
cactcagtgg
ggaaaaacaa
tggecttectg
atgaacttgc
ttgtggcaac
tcaccagtgt

cggecttgaa

gtgtatcecct
ctaacggcga
acaggtcaac
gattegatcce
acaggcatct
ctgccagact
ctaccgaagt
aggctttaaa
aactgaaacg
agacctaaaa
cgtggcgaac
cgtteteocte
gaatatgggce
agagttgtcc
ccaactcecce
tgtcaacact
tcatgecggcet
gggtaccact
ggaatacctt
ggctgectgea
ggtcctacge
ccttccatca
aacaaaggat
aaattggcag
tagaaccatc
tgtcacccag
gtttaaggaa
cgatcgeage
aggatgtgaa
gcaggatggc
gtccaacacce

gatgggtcat

cggcttecac
caccttttac
cgactataga
aaagtccgaa
ggtcaaaggt
gtcccttgag
ggagaaacta
ctgctageeg
gcggtaaaaa
gtcacctceg
ttatgttceg
aaacccggac
gtgaacggtt
aagcaaataa
tacaagcttt
aggtttggag
tgttgecctge
cttcaacatg
gattcacgcce
gaggacctcc
ctagtgcgca
acctaccctg
gtccagagca
actgtgacac
ctaggtacca
gcgttcatga
ttgcattgca
acccccgeea
gagtacttgc
gctttcacaa

gtctactcac

gaaattggtc
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aaaatcaatg
acggatgatt
gacagggatt
gcececetgttg
aaggaggtcc
caagctcttg
aagcgcatca
ccageggett
tcgtaaaata
aggtggaggt
gtgtcgtett
ttgacacaac
ctatttggga
tccaagcatg
atcctgtcag
atttacctta
atcccaatgg
gtttcgagct
ctgacaccce
aaaaatatga
ggttcatctt
ccaagaactc
tacctgaaat
cttgcacecct
acaacttcat
agaaggcctg
ctgtcgeegg
ttgtgaggtg
ctagctacgt
aacgcggtgg
tgataattta

tcaagttcct

gtaaagttta
cccgatacac
atgaaggtgt
gcactgttgt
tagttcccaa
ctgggatggg
ttagtcaact
gaccegetgt
ccacagcaga
gaagaaatca
gatgaggccet
acccggcatt
ttttgaaact
tgaagtcagg
gggggacccc
caaaactccce
ggtcctegtg
ttatgtccce
ttttatgtgt
cctatccact
tagccatgtt
catggcaggg
tgatgaaatg
caaaaaacag
agccttgget
gaagtcccca
cagatgcett
gtttgttgcee
gctcaactgt
cctgtegtee
cgcccageac

tgaggaacag
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ctgcaaaatt
tcaagaccat
acagaccgce
aatcggtgge
acctgacaac
ccaaacttgt
ccaaggtctg
ggccgeggeg
actttcacct
actgagcagg
cacccaccgt
caaccagggc
gcacccacaa
cgcggggacyg
gagcggcgta
caagacacca
tctgatggta
actgtacctt
actaaacatg
caagggtttg
ggtaaggcgce
gtcaatggcc
tgcgecegtg
tactgttcca
cacaggtcag
attgecttgg
gaggctgacc
aacctcectgt
tgccatgacc
ggggaccccg
atggtgettt

ctcaaatttg

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700



aggaccttcet
aaagacccac
ttaaaacgga
ttgaagcagg
atatgaaggce
cgtgtgettg
ggtgtgctcg
agaagctgaa
aagccgacta
aacactgccee
gtcagtcacc
acaaacctcc
gaagatatca
ttgatcttte
acatggtgaa
ccggaaaaac
ctcatcagac
gagcctcagg
ccagcggaca
tagacattct
ttcacceggt
tgaccaccat
agaaacttga
ttggtcaggt
catceccaggg
acaaatcccg
ctcatgacca
cgttcageeg
cgaaggccct
tcttagecge

ataacctggg

tgaaatccag
ttttceccaac
cccaaagaaa
acggcagtta
gcagaacgcc
cattgaccat
ccaggacggt
aagtcataac
tgcgtecegece
agtcactctg
tgtcgggget
tcgtaccatt
gtcecegtega
tgatggagac
ggtggcttge
cacctggcta
aatgtttgac
actccctttt
tgtccectgge
aaggctgcett
cggcectttgat
ttatagattt
atccaaggcc
cctgacaccg
ggcgaccttce
agcacttgta
actccaggag
tggggatgag
agagacaggt
ttgtteggece

gttttacttt

cccatgttag
taccattggt
actgtcataa
gtccccaatce
tcagagtatt
gaccccgagt
taccgtttte
gaagggaaga
tgtggacttg
agctgtggcee
ggcaaatccc
atcatgaagg
ggtcttgttg
taccaagtgg
aacgtactac
ctgaaccaag
atagtcagtg
ccaccacctg
cgagtgtcat
tccaaaacac
tecctattgtt
ggccctaaca
aggaacacca
taccacaaag
gacattgtga
gccatcactce
tttttcaact
ctggttgttt
tcaccecegat
agtctagaag

tcceeggaca

ES 2 692 809 T3

tgtattctga
gggtcgagca
ctgataaacc
gcgaccgtat
atgegtecege
ggtatgagga
caggcccgge
aatgccgtca
atttgtgttt
accatgeccgg
cccttgacge
tggacaacaa
cagtcaaaag
tgcctetttt
tcagcaagtt
tccaggacga
ctcttaaagt
ccaggtcecgg
atctcgatga
ccettgtgtg
atgtgttcga
tctgtgcage
gagtggtttt
atcgtaccgg
cattgcatct
gggcaagaca
taacccccga
tgaatgtgga
ttcgagtatce
ggagctgcat

gcccagettt

tgacctegte
tcttgacctg
cagttttctc
tctggctgcet
tgcegecaatt
ccttatctge
atttttcatg
ctgcggcecate
gttccattca
ttcaaaggaa
tgtgctgaaa
aacaacgacc
aggtattgca
gccgacttge
tatagtaggg
tgatgtcatt
ttgcaggtat
gccgtgggtt
ggcaggatat
tttgggtgac
tcagatgecct
catccagcct
caccacccgg
ctctgcaata
accatcgcca
tgggttgttc
gcgcactgat
taatgcggtc
ggacccgagg
gccactacca

tgcacccectg
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ttgtatgcgg
atgttgggcet
ggctgcagaa
cttgcatatc
ctgatggatt
ggcatcgece
tccatgtggg
tgcgacgeca
cactttcatc
tgttcgecagt
caaatcccgt
cttgacccgg
ggtaatgagg
aaagacataa
ccgccaggtt
tacacaccta
tccatcccag
aggctcatcg
tgcaatcatc
cttcagcaac
cagaagcagc
tgttacaggg
cctgtggect
actatagatt
aagtccctaa
atttatgacc
tgtaaccttg
acaactgtag
tgcaagtctce
caagtagcac

ccaaaagagc

8760

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840

9900

9960

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560



tggecgeccaca
tcgctagtat
tggtegggec
acatcggggg
cagattgtcg
catttattgg
acctacctag
gggctgctaa
tgcaaccgga
tgatggtctg
tgcccgatta
gtatagggcce
tggcagtgac
accttgggcce
agaacactga
actataattg
atacgtatca
ctcctgagca
gtcagttgtt
ttctegecat
tggtttgctce
tcctatgagg
cegttgggta
cgcatttace
gccactctca
gtggaggctg
gttggcaatg
acaccaggta
tccatcttcet
ccagctctac
ctatcaatta

agcctggecg

ttggccagtg
gcgcccaatt
atccattttt
cgagcctcag
ggaatatctc
cgatgtcaaa
gtccetgect
agcecgtgtge
gacggcatca
gaaaggcgcc
tgctaggttce
ggcaacagcc
accgtatgat
gcagtggaag
agattgggca
gcattgtgta
ttttgcecectt
agtgccgtga
cgtggatgece
attgtttggg
cgegtttcte
gcttgctacc
tactttggca
ggaccatgga
caaaactgtc
attcttgeceg
tgagcctgga
cgaggcccaa
cctectgtgge
gctatgtttt
cactatatgt

taacgtgtgg

gtcacccacce
gatgcccget
cttggcacte
gcectgecag
gacgcggctg
ggcactacgg
aaagactctg
actctcacceg
aaatgctgga
acagcctatt
attcagctac
aatcgcaagg
tacggtgctce
attttggggt
attctcgecac
cgagaacgcce
ggcactgaac
acgcggagtg
ttcactgagt
ttcactgttg
cgttcgeget
caactgcaga
tatgcgagtc
acattecgggt
aaggcttgac
cttececttage
gtacaacact
gttgaccgat
ttegtetgtt
tggtttccat
aagccatgec

tgcaaaatag
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agaataatcg
acagcaagcc
ctggtgtggt
aaacactcgt
aggaagaggc
tcggggggtg
ttgctgtggt
atgtgtacct
aacttaaact
tccagttgga
ccaaggatgce
ttgtgcgaac
aggtcatttt
tgcagccttt
gccgtatgaa
cacacgcaat
tgcaagtaga
atgcaatggg
tccttgttag
caggcetggtt
ctgccattca
ccggatgtcce
tcccacctaa
caagcggect
gtagtcactc
tcacgactcg
actttggacc
tttaggcaat
accttgttca
tggceccacgg

ctaccagtca

ggcacgacag

agcegtggect
aatggtcggt
gtcatactat
ttcaacagga
agcgagagaa
tcaccacatt
tggggtgagt
cceccgaacte
ggatttcagg
agggctgaca
cgttgtgtac
cacagactgg
gacaacagcc
cagacgaaca
tgacggcaaa
ttacgggcge
gctgggcaga
ttcactgtgg
tgtggttgac
attggtctte
ctctcececgaa
cacaattcgc
ttgacgaaat
ggaagcaggt
atttccaaca
cgatgctgaa
gcgttgaget
ggcttatcag
cagtgctttg
caacacatca

agctgecccaa

gtgtgaggaa
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gatcgacttg
gcagggtatg
ctcacattat
cgtatagcca
cttececccacg
acatcgaaat
tcgeeccggta
cgaccatatt
gatgttcgac
tggtcagcge
atcgatcegt
cgggccgace
tggttcgagg
tttggctttg
gattacactg
gcecgtgace
cceceggetge
agtaaaatca
attgtcatct
cttctcagag
ctatcgaagg
agttaagcac
ggtctctege
tgttagtgaa
cctggeecgea
aaaccttgce
catctttcecece
cgtgcacgct
gcttcgaatt
ttcgaactaa
caaagactcg

cgtgaccatg

10620

10680

10740

10800

10860

10920

10980

11040

11100

11160

11220

11280

11340

11400

11460

11520

11580

11640

11700

11760

11820

11880

11940

12000

12060

12120

12180

12240

12300

12360

12420

12480



atgagttgtc
cttggectgge
taggaaacgt
atggacaaaa
accatcatca
ccteectgget
ctcgacgcat
tcagaacatc
caggaggtcg
taatgtgacc
tttctacgcece
cgttgtttece
gcagcaccat
gaggtgggct
tgcaagttgg
accggcttgt
tataatttga
gcagtcgaaa
acaacaagcc
ggcgageggt
tttgtcatece
aacttcatcg
aaattgggca
ggggttaaag
tttgcaacga
ccataatgat
tgatatttct
ccaaccgtgt
tcacagagtc
acattctgge

ctggtaaccg

aatgtccatt
ttttttgtece
gtcgegegtce
ttcaaccata
aatagacggg
ggtgctcaac
ctatcagata
aattgtttcc
tcccaatgte
gatgaatcgt
tcggaaatga
gcttgtgtta
ttggtaattg
acaaccattg
ggcatttctt
cttggtecett
cgatatgcga
cctttgtget
atttccttga
atgtacttag
gtgctgcetaa
tggacgaccg
aagctgaagt
ctcaaccctt
teccecaccegece
atacgccctt
gaattgttcc
cgcactcact
atggaagttc
ccctgececat

agcatacgct

ccgteegggt
ttttectacg
tttgtggata
tctgceccagac
ggcaattggt
atctcatggt
ttaagaccaa
aatctcacag
gtgaagccgt
atttgtacaa
gcgagaaagg
atttcacaga
atcacattcg
cttgtttgtt
gactcctcac
tgtecgatgge
gctgaatggg
ttacccagtt
tgcgectcecggt
cagcatgtac
aaattgcatg
gggaagaatc
cggtggtgac
gacgaggact
gcacaaaaac
aaggtgtcac
tttacttttg
ctgggggctyg
atcacttcca
cacgtagaaa

gtgagaaagc
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acgacaacct
cggcccaatt
agcgacacca
acaacatctc
ttcatttgga
ttctgaggceg
cacgaccgcg
ggcctcaaca
cggcattcce
cgcggacttg
cttcaaagtc
ttatgtggce
gttactacac
tgccattett
tcttgettet
aacgacaaca
accgaatggt
gccactcata
ctcggecgetg
ggcgtttgeg
gcttgeeget
catcgatgga
cttgtcaaca
tcggectgage
tcgtgetgge
gcggecgact
ggtacatgac
tagtecgecet
gatgcagatt
gtgctgcagg

ccggactaac

caaacttgag
ccatcecggag
gttcatttge
cgcgtegtat
atggctgcga
ttcgectgea
gctgeeggtt
gcgcaaggta
cagtacatca
ctgatgettt
atctttggga
catgtgaccc
ttcttgacac
ttggcggtat
ggtggctttt
gctcgacatc
tgtceggtcea
tcatttcact
tgtccgeccac
ccttegegge
atgcccgcecac
agtcttcaat
ttaagcatgt
aatgggaagc
ctttagcatc
cctggggetg
atatgtgcat
tttgtggggt
gtgttgecta
cctccattca

atcagtgaac
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ggttattatg
ctgttcggaa
gccgagcatg
gcggtgtatt
ccattectttt
agccctgett
tcatggtccet
ccactccecect
cgataacggce
ccgegtgect
atatttctgg
aacacactca
cgtctacgat
gaaatgttct
tttgctgtgt
ccaatacata
ttttgattgg
gggttttcte
aggattcatt
gctegtatgt
ceggtttace
agtggtggag
tgtcctcegaa
ctagacgact
acatatacac
ttgcacatct
tttcaatcca
gtttacagce
ggceggegat
atcccagegt

ggcactctag

12540

12600

12660

12720

12780

12840

12900

12960

13020

13080

13140

13200

13260

13320

13380

13440

13500

13560

13620

13680

13740

13800

13860

13920

13980

14040

14100

14160

14220

14280

14340



10

tacctggget tcggagcecctce gtgectgggeg gcaaacgagce tgttaaacga
acctcgtcaa gtatggccgg taagaaccag agccagaaga aaagaagaaa
atggggaaag gccagccagt caatcaactg tgccagttge tgggtacaat
cagcgccagce aatctagggg aggacaggcc aaaaagaaga agcctgagaa
ccecctagetg ctgaagatga cattcggcac catctcacce aggeccgaacg
ttgcaatcga tccagacgge tttcaatcaa ggcgcaggaa ctgegtceget
gggaaggtca gtttccaggt tgagttcatg ctgcecggttg ctcatacagt
cgcgtgactt ctacatccge cagtcagggt gcaaattaat ttgacagtca
cgcgattgac gtgtggecte taa

<210> 11

<211> 2349

<212> PRT

<213> Virus del sindrome respiratorio reproductivo porcino

<400> 11

Met Ser Gly Met Phe Ser Arg Cys Met Cys Thr Pro Ala Ala
5 10 15

Phe Trp Asn Ala Gly Gln Val Tyr Cys Thr Arg Cys Leu Ser
20 25 30

Ser Leu Leu Ser Pro Glu Leu Gln Asp Thr Asp Leu Gly Ala
40 45

Leu Phe His Lys Pro Lys Asp Lys Leu His Trp Lys Val Pro
55 60

Ile Pro Gln Val Glu Cys Ser Pro Ser Gly Cys Cys Trp Leu
70 75 80

Ile Phe Pro Leu Ala Arg Met Thr Ser Gly Asn His Asn Phe
85 90 95

Arg Leu Val Lys Val Ala Asp Val Leu Tyr Arg Asp Gly Cys
100 105 110

Pro Arg His Leu Arg Glu Leu Gln Val Tyr Glu Arg Gly Cys
120 125
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164

ggagtggtta
tgcagctecg
gataaagtcc
gccacatttt
ttcectetge
ttcatccage
gcgcectgatt

ggtgaatggce

Arg Val 1

Ala

Arg

val

Gly

Ile

Gly

Thr

Ser

Gln

Leu

Thr

Leu

Asn Trp

65

14400

14460

14520

14580

14640

14700

14760

14820

14843

35

50

115



Tyr
135

Met
150

Asn
165

Glu
180

Met
200

Ser
215

Gln
230

Leu
245

Ser
260

Glu
280

Leu
295

Trp
310

Pro

His

Ser

Glu

Asp

Asp

val

Ala

Thr

Gly

Ser

Gly

Ile

Val

Pro

Ala

Ser

Asp

Lys

Asp

Ser

Lys

Arg

Val

Thr

Ser

Leu

His

Ser

Ser

vVal

Trp

His

Cys

Glu

Pro

Gly

Asp

Pro

Ser

Ser

Thr

Leu

Glu

Pro

Trp

Ala

Gly

Pro
140

Gln
155

Gln
170

Ser
185

Asp
205

Ala
220

Val
235

Leu
250

Cys
265

Leu
285

His
300

Lys
315

Val

Pro

Arg

Ile

Gly

Leu

Arg

Thr

Gly

Ser

Leu

Tyr

Pro

Phe

Ala

Tyr

Arg

Glu

Ser

Glu

Tyr

Cys

Ala

Ile
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Gly

Pro

Cys

Arg

Ser

val

Phe

Ser

Leu

Phe

Thr

Gln

Met

Gly

Arg

Trp

Arg

Leu

Pro

Pro

vVal

Leu

Ala

Arg

Ala

Ala
160

Gln
175

Glu
190

Met

Pro

Ala
240

Glu
255

Arg
270

Ser

Tyr

Arg
320

Val

Thr

Pro

Lys

Met

Pro

His

Asn

Asp

Gln

Gly

Leu

165

Tyr

His

Phe

Phe

Trp

Glu

His

Gly

Pro

Ser

Tyr

Gln

Ala

Val

Cys

Val

Thr

Leu

Leu

Phe

Ala

Ala

Gln

Val

Asn

Leu

Pro

Ile

Pro

Glu

val

Ser

Val

Glu

Thr

His

Ser 130

Thr 145

Phe

Phe

Glu 195

His 210

Asp 225

Phe

Ser

Val 275

Lys 290

Gly 305



Leu
325

Ser
340

Thr
360

Glu
375

Gly
390

Lys
405

Gly
420

Ala
440

Pro
455

Asp
470

Arg
485

val
500

Ser
520

Arg

Cys

Pro

Pro

Ala

Asp

Ile

Leu

Leu

Leu

Asn

His

Arg

Ala

Pro

Gly

Thr

Ala

Ser

Val

Ala

Pro

Ala

Arg

Trp

Glu

Val

Gln

Phe

Thr

Gly

Ala

Thr

Ala

Arg

Gln

Ala

Glu

Cys

Val

Ser

Val

His

Lys

Ser

Tyr

Ile

Tyr

Ala

Cys

Val

vVal

Asp
330

Trp
345

Arg
365

Arg
380

Arg
395

Thr
410

Ser
425

Leu
445

Asn
460

Ile
475

Pro
490

Glu
505

val
525

Pro

Ile

Leu

Ile

Ala

Leu

Pro

Asn

Arg

Gln

Asn

Vval

Gly

Asp

Arg

Met

Phe

Arg

Lys

Pro

Arg

Pro

Cys

Ala

Arg

val

Gly

His

Ser

Arg

Gly

Val

Ala

Met

Glu

Leu

Lys

Pro

Cys

ES 2 692 809 T3

Pro

Leu

Leu

Phe

Lys

Ala

Asp

Ile

Asp

Gln

Tyr

Gly

Ser

Ile
335

Thr
350

Arg

Gly

Arg
400

Arg
415

Gly
430

Asn

Asp

Leu
480

Leu
495

Met
510

Glu

His

Leu

Ile

Val

Ala

Pro

Ser

Asn

Trp

Pro

val

Ala

Gly
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Val

Asn

val

His

Ala

Thr

Cys

Asp

Ala

Ala

Lys

Pro

Cys

Glu

Asp

Pro

Lys

Lys

Ser

Gly

Phe

Ser

Ala

Leu

Arg

val

Ala

Asp

Asn

Trp

Ser

Thr

Trp

Thr

Asp

Ile

Asn

Ser

Ala

Leu

val

Thr

Tyr

Glu

Ser

His

Ser

Gly

Ala

Gly

Leu

Ser

385

465

370

450

355

435

515



Pro
535

Ser
550

Phe
565

Leu
580

Leu
600

Phe
615

Gln
630

Pro
645

Ser
660

vVal
680

Glu
695

Glu
710

Met

Tyr

Ala

Leu

Thr

Leu

Ile

Ala

Ser

Glu

Leu

Ala

Glu

Pro

Pro

Tyr

Ala

Ser

Leu

Tyr

Met

val

Leu

Cys

Gln

Leu

Leu

Glu

Arg

Asn

Pro

Glu

Thr

Ala

Thr

Ile

Pro

Ala

Ser

Asp

Asp

Leu

Pro

Ser

val

Val

Leu

Leu

Ser

Ser

Arg

Glu

Leu

Gly
540

Pro
555

Pro
570

Pro
585

Leu
605

Glu
620

Leu
635

Asn
650

Trp
665

Asp
685

Asn
700

Gln
715

Thr

Leu

Ser

Pro

Glu

Pro

Arg

Ala

Glu

Glu

Ala

Arg

Gln

Trp

Pro

Asp

Gln

Gln

Gln

Met

Lys

Cys

Glu

Lys

Lys

Val

Pro

ES 2 692 809 T3

Lys

Cys

Glu

Ser

Lys

Leu

Ile

Phe

Pro

Glu

Val

Gln

Thr

Arg

Val

Phe

Gly

Cys

Lys

Lys

Pro

Lys

Ser

Leu

Val

Leu

Ala

Cys
560

Trp
575

Phe
590

Gly

Asp

Val
640

Thr
655

Asp
670

Lys

His

Val
720

Thr

Leu

Asp

Thr

Ser

Ser

Cys

Pro

Asp

Pro

Glu

Pro

Glu

Ala

167

Glu

Gly

Leu

Ser

Thr

Pro

Ser

Val

Gly

Thr

Val

Gly

Thr

Ala

Ile

Asp

Leu

Glu

Ser

Ser

Pro

Ala

Ala

Val

Asp

Ala

Leu

Ile

Lys

Tyr

Gly

Ser

Lys

val

Ala

Pro

Leu

Gln

Thr

Ala

Asp

Met

Lys

Glu

Lys

Ala

Asn

val

Glu

Thr

Asp

Pro

545

625

705

530

610

690

595

675
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725 730 735

Val Arg Gly Pro Val Pro Asp Asn Leu Ser Ser Gly Ile Gly Ala Gln
740 745 750

Pro Ala Thr Val Gln Glu Leu Ile Leu Ala Arg Pro Ala Pro Arg Leu 755
760 765

Val Glu Arg Cys Gly Thr Glu Ser Asn Gly Ser Ser Ser Phe Leu Asp 770
775 780

Leu Pro Asp Val Gln Thr Ser Asp Gln Pro Leu Asp Leu Ser Leu Ala 785
790 795 800

Ala Trp Pro Val Arg Ala Thr Ala Ser Asp Pro Gly Trp Ile His Gly
805 810 815

Arg Arg Glu Pro Val Phe Val Lys Pro Arg Gly Val Phe Ser Asp Gly
820 825 830

Glu Ser Ala Leu Gln Phe Gly Glu Leu Ser Glu Ala Ser Ser Val Val 835
840 845

Asp Asp Arg Thr Lys Glu Ala Pro Val Val Asp Ala Pro Ile Asp Leu 850
855 860

Thr Thr Ser Asn Glu Thr Leu Ser Gly Ser Asp Pro Phe Glu Phe Ala 865
870 875 880

Lys Phe Arg Arg Pro Arg Phe Ser Ala Gln Ala Leu Ile Asp Arg Gly
885 890 895

Gly Pro Leu Ala Asp Val His Ala Lys Ile Lys Ser Arg Val Tyr Glu

900 905 910
Gln Cys Leu Gln Ala Cys Glu Pro Gly Ser Arg Ala Thr Pro Ala Thr 915
920 925

168



Lys Lys Trp

935

Arg Cys Thr

950

Phe Leu Pro

965

Asn Arg Ala

980

Asp Arg Lys

995

Leu Asp
1015

Ala Ile
1030

Gln Val
1045

Thr Arg
1060

Phe Glu
1075

Ser Pro
1090

Ala Val
1105

Gly Cys
1120

Gln

Ser

Asp

Phe

Val

Arg

Leu

Leu

Leu

Ser

Asp

Gly

Leu

Thr

Ala

Val

Ala

Leu

Gly

Leu

Pro

940

955

970

985

Ser Val Thr Pro

1000

Val Pro Leu Pro
1020

Asp Lys Pro Pro
1035

Gly Gly Gly Trp
1050

Gly Ser Val Ser
1065

Ser His Leu Pro
1080

Ser Met Ala Pro
1095

Ala Leu Leu Leu
1110

Leu Leu Gly Val
1125

ES 2 692 809 T3

Asp Lys Met Trp Asp Arg Val

Gln Phe Gln Ala Gly His Ile

960

Met Ile Gln Asp Thr Pro Pro

975

Asp Ser Ala Gly Leu Lys Gln

990

Asp Met Lys

Leu Glu Ser

Pro Val Pro

Leu Val Ala

Pro Thr Lys Pro Val
1005

Met

His

Lys

Gln

Ala

Gly

Cys

Phe

Asp Ile Gln

Ser Gln Asn

Ser Phe Met

Arg Leu Thr

Phe Met Leu

Asp Trp Leu

Arg Ser Tyr

Ser Gly Ser

169

Gln

Pro

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

val

Gly Pro Val

Glu

Ser

Ser

Trp

Leu

Ala

Ile

Arg

Thr Trp

Leu Lys 945

Arg Lys

Gln Trp

Asp

Ser

Gly

Val

Phe

Gly

Leu

Cys

930

1010

1025

1040

1055

1070

1085

1100

1115



Val Arg
1135

Leu Phe
1150

Asp Ser
1165

Gln Leu
1180

Leu Leu
1195

Leu Trp
1210

Ile Ser
1225

Trp Gly
1240

Val Phe
1255

Cys Asp
1270

Ala Thr
1285

Gln Ser
1300

Leu

Ser

Pro

Trp

Cys

Phe

Leu

Lys

Pro

Arg

Gly

His

Gly

Thr

Glu

Glu

Val

Val

Ile

Cys

Phe

Phe

Trp

Gln

vVal

Pro

Cys

Pro

Ile

Leu

Tyr

Ile

Ser

Gln

Arg

Lys

Phe Gly
1140

Pro Asp
1155

His Ala
1170

Val Arg
1185

Leu Gly
1200

Leu Arg
1215

vVal val
1230

Arg Thr
1245

Arg Ala
1260

Ala Pro
1275

Gly Cys
1290

Pro Ile
1305

Ser

Pro

Glu

Ser

Lys

Ile

Ser

Ala

Thr

Lys

Trp

Ala
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Trp

Val

Leu

Leu

Leu

Cys

Gln

Pro

Arg

Gly

Cys

Tyr

Met

Gly

Leu

Val

Leu

Met

Gly

Ala

Ser

val

Gly

Ala

Ala

Ser

Ala

Val

Gly

Leu

Arg

Glu

Ser

Asp

Glu

Asn

170

Phe

Ser

Leu

Gly

Gly

Ala

Cys

val

Leu

Pro

Ser

Leu

Ala

Cys

Glu

Pro

Ser

Asp

His

Thr

Val

Val

Pro

Asp

val

Asp

Gln

Ser

Arg

Leu

Lys

Leu

Ser

His

Ile

Glu

Phe

His

Arg

Gly

Cys

Ala

Cys

Asn

Leu

Leu

His

Lys

1130

1145

1160

1175

1190

1205

1220

1235

1250

1265

1280

1295



Lys Ile
1315

Gln Ala
1330

Val Asp
1345

Phe Ser
1360

Arg Val
1375

Gly Tyr
1390

Lys Leu
1405

Thr Gly
1420

Trp Thr
1435

Gln Val
1450

Phe Ser
1465

Leu Cys
1480

Val Ala
1495

Ser

Ile

Gln

Ala

Val

Ser

Asn

Gly

Leu

Cys

Tyr

Val

His

Ala

Lys

Pro

Pro

Val

Thr

Gln

Ala

Val

Gly

Pro

Ser

Leu

Gln

Cys

Thr

Phe

Asp

Ala

Thr

Ser

His

Arg

Thr

Ala

Ser

Thr Val
1320

Leu Lys
1335

Pro Glu
1350

Phe Pro
1365

Ser Asp
1380

Gln Leu
1395

Pro Leu
1410

Tyr Thr
1425

Phe Ile
1440

Gly Thr
1455

Tyr Gly
1470

Asp Gly
1485

Gly Arg
1500

Ile

val

Val

Lys

Thr

val

Arg

Leu

Leu

Ser

Pro

Val

Glu
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Ala

Leu

Val

val

Phe

Leu

Asn

Ala

Gly

Asp

Gly

Thr

val

Val

Gln

Arg

Pro

val

Gly

Ser

Val

Leu

Pro

Val

Leu

Gly

Pro Tyr

Ala Gly

Val Ser

Val Asn

Ala Ala

Arg Gly

Val Pro

Ala Gln

Trp Leu

Trp Cys

Val Cys

Pro Leu

Ile Phe

171

Asp

Gly

Glu

Pro

Val

Asn

Thr

Val

Thr

Ser

Ser

Phe

Ile

Pro

Ala

Ile

Asp

Arg

Phe

Lys

Ser

Ser

Asn

Ser

Ser

Leu

Ser

Ile

Pro

Cys

Cys

Ala

Thr

Val

Pro

Pro

Arg

Ala

Val

1310

1325

1340

1355

1370

1385

1400

1415

1430

1445

1460

1475

1490



Leu Ala
1510

Asp Met
1525

Met Ser
1540

Val Thr
1555

Val Phe
1570

Gly Leu
1585

Ile Thr
1600

Ala Ala
1615

Val Arg
1630

Ser Ala
1645

Pro Cys
1660

Gly Gly
1675

Thr His

Ser

Ser

Ser

Leu

Cys

Leu

Pro

Ala

Arg

Val

Leu

Val

Val

Leu

Met

Trp

His

Leu

Trp

Tyr

Val

Ala

Gly

Asn

Phe

Leu

Gly

Val

Leu

Pro

Pro

Ala

Asp

Ala

Ala

Ser

Thr

Thr

Asn

Ala Leu
1515

Phe Leu
1530

Ile Cys
1545

Leu Thr
1560

Ala Ala
1575

Val Gly
1590

Ile His
1605

Thr Ala
1620

Leu Thr
1635

Leu Leu
1650

Val Asn
1665

Ile Asp
1680

Gly Asn

Ala

Ala

Phe

Met

Gly

Arg

Gln

Pro

Gly

Glu

Val

Gly

Thr
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His

Phe

Phe

Leu

val

Phe

Tyr

Glu

Arg

Gly

Val

Arg

Ala

Arg

Cys

Pro

Trp

Leu

Thr

Thr

Gly

Thr

Ala

Gly

Arg

Arg

Leu

Ala

Met

Val

Ser

Gln

Ser

Thr

Leu

Phe

Ser

Val

Val

Ala

Tyr

Leu

His

Leu

val

Gly

Tyr

Ile

Arg

Ser

Ile

Thr
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Leu

Ala

Leu

Ser

Gly

Ala

Pro

Met

Phe

Thr

Leu

Val

Gly

Lys

Trp

Arg

Phe

Ile

Gly

Arg

Ala

Thr

Gln

Gly

Thr

Asp

Ala

Pro

Trp

Leu

Thr

Ile

Gly

Ala

Pro

Lys

Ser

Ala

Ser

1505

1520

1535

1550

1565

1580

1595

1610

1625

1640

1655

1670

1685



1690

Tyr Asn
1705

Ser His
1720

Ala Lys
1735

Val Glu
1750

Asn Cys
1765

Leu Ile
1780

Val Thr
1795

Leu Ser
1810

Gly Asp
1825

Ile Pro
1840

Glu Gly
1855

Leu Trp
1870

Arg

Ala

Gly

Pro

Gly

Gly

Thr

Asp

Ile

Ser

Gly

Arg

Met

Asp

Tyr

Gly

Asp

Val

Pro

Leu

Lys

Asp

Leu

Met

His

Asp

Arg

Ile

Ser

His

Glu

Ser

Leu

Leu

Ser

Met

1695

Thr Phe
1710

Trp Gln
1725

Gly Arg
1740

Met Gly
1755

Gly Ser
1770

Thr Gly
1785

Gly Glu
1800

Arg His
1815

Ser Pro
1830

Ala Ser
1845

Thr Val
1860

Gly His
1875

Asn

Gly

Ala

Glu

Pro

Ser

Thr

Phe

Ala

Leu

Gln

Ala
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Thr

Val

Tyr

Gly

val

Asn

Cys

Ala

Ile

Leu

Leu

Trp

Asn

Ala

Trp

Phe

Ile

Lys

Ser

Gly

Ile

Ala

Leu

Thr

Gly

Pro

Gln

Ala

Ser

Leu

Ile

Pro

Pro

Ser

Cys

Pro

Asp

Met

Thr

Phe

Glu

Gly

Lys

Ser

Asp

Vval

Val

Ile

173

Tyr

val

Ser

Cys

Ala

Ser

Glu

Vval

Vval

Pro

Phe

val

Ala

Lys

Thr

Phe

Gly

Gly

Thr

Pro

Thr

Val

Phe

Ala

Trp

Ile

Gly

Thr

Asp

Leu

Arg

Leu

Thr

Met

Leu

val

1700

1715

1730

1745

1760

1775

1790

1805

1820

1835

1850

1865



Gly Phe
1885

Ala Val
1900

Trp Ser
1915

Asn Arg
1930

Val Gly
1945

Glu Leu
1960

Leu Ala
1975

His Ala
1990

His Asn
2005

Leu Arg
2020

Ser Cys
2035

Lys Leu
2050

Phe Lys
2065

Phe

Phe

Ala

Asn

Leu

Ser

Val

Leu

Met

Tyr

Gly

Ser

Cys

Leu

Ser

Gln

Arg

Ala

Gln

Thr

Gly

Leu

Phe

Met

Gln

Phe

Leu

Phe

Val

Leu

Thr

Ala

Ser

Val

Val

Ala

Asn

Ala

val

Asn Glu
1890

Ala Leu
1905

Leu Met
1920

Ser Leu
1935

Glu Ile
1950

Leu Ser
1965

Tyr Val
1980

Ile Leu
1995

Gly Asp
2010

Glu Gly
2025

Asn Glu
2040

Asp Leu
2055

Ser Ala
2070

Ile

Phe

Ile

Ala

Gly

Thr

Pro

Trp

Gly

Asn

Ser

Asp

Ser
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Leu

val

Arg

Phe

Thr

Tyr

Thr

Leu

Ser

Leu

Leu

Phe

Asn

Pro

Leu

Leu

Tyr

Phe

Cys

Ile

Phe

Phe

Arg

Thr

Leu

Met

Ala Val

Ala Trp

Leu Thr

Ala Leu

Ala Gly

Phe Leu

Ile Ile

Lys Tyr

Ser Ser

Lys Gly

Ala Ala

Ser Ser

Lys Asn

174

Leu

Ala

Ala

Gly

Gly

Pro

Gly

Ala

Val

Leu

Leu

Ala

val

Thr

Ala

Gly

Trp

Arg

Gly

Cys

Phe

Ser

Ala

Thr

Ala

Arg

Pro

Leu

Val

Pro

Phe

Leu

Leu

Phe

Gln

Cys

Asn

Gly

1880

1895

1910

1925

1940

1955

1970

1985

2000

2015

2030

2045

2060



Gln Tyr
2080

Ala Ser
2095

Leu Glu
2110

Asp Val
2125

Asp Ile
2140

Thr Arg
2155

Ser Asn
2170

Pro Thr
2185

Asp Asp
2200

Gly Phe
2215

Lys Ser
2230

Gln Asp
2245

Ile

Leu

Ala

Ile

Asn

Cys

Thr

Pro

Leu

His

Asn

His

Glu

Val

Phe

Val

Val

Leu

Pro

Leu

Lys

Lys

Gly

Ala

Ala

Gln

Ala

Leu

Gly

Gly

val

Phe

val

Ile

Asp

Phe

Ala Tyr
2085

Val Asp
2100

Glu Thr
2115

Leu Gly
2130

Gly Glu
2145

Gly Ser
2160

Asp Thr
2175

Glu Asn
2190

Glu Arg
2205

Asn Gly
2220

Thr Phe
2235

Gln Asp
2250

Ala

Lys

Ala

Gln

Arg

Lys

Leu

Gly

Met

Lys

Tyr

Arg
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Arg

Met

Thr

His

Lys

Phe

Thr

Pro

Lys

val

Thr

Ser

Ala

Lys

Pro

Pro

Thr

Ser

Gly

Arg

Lys

Tyr

Asp

Thr

Leu

Gly

Ser

His

val

val

Ile

His

His

Cys

Asp

Asp

Arg

Val

Leu

Gly

Ser

Cys

Pro

Arg

Cys

Lys

Ser

Tyr

175

Gln

Leu

Asp

Ser

val

Thr

Leu

Ser

Val

Ile

Arg

Arg

Glu

Ala

Thr

Ile

Gln

vVal

Gln

Glu

Ser

Trp

Tyr

Asp

Leu

Lys

Gly

Leu

Glu

Vval

Thr

Asp

Leu

Asp

Thr

Arg

2075

2090

2105

2120

2135

2150

2165

2180

2195

2210

2225

2240



10

Asp Tyr Glu Gly
2260

Lys Ser Glu Ala
2275

Tyr Asn Arg His
2290

Pro Asp Asn Cys
2305

Leu Ala Gly Met
2320

Glu Lys Leu Lys
2335

Glu Gln Ala Leu

<210> 12
<211> 1463
<212> PRT

vVal

Pro

Leu

Leu

Gly

Asn

Gln Thr
2265

Val Gly
2280

Val Lys
2295

Glu Ala
2310

Gln Thr
2325

Ile Ile
2340

Cys

Ala

Thr

Gly

Ala

Cys

Ser

2345

ES 2 692 809 T3

Pro

Val

Lys

Arg

Asp

Gln

Gln

Val

Glu

Leu

Leu

Leu

Gln

Ile

Val

Ser

Thr

Gln

<213> Virus del sindrome respiratorio reproductivo porcino

<400> 12

Thr Gly Phe Lys
5

Leu

Gly Gly Leu Val Val

20

Ser Arg Thr Phe
40

Val Glu Val Lys
55

Leu Cys Ser Gly Val

70

25

Thr

Lys

Leu Ala Ala Ser Gly
10

Thr Glu Thr Ala Val

Leu Gly Ser Leu Asp
45

Ser Thr Glu Gln Gly
60

Val Leu Met Arg Pro
75

15

30

80

Leu Thr

Lys Ile

Leu Lys

His Ala

His Pro

176

Gly

Gly

Leu

Leu

Ala

Gly

Phe

Gly

Val

Glu

Thr

Leu

Asp

Ile

Pro

Gln

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

Ala

val

Thr

Arg Cys Gly Arg 1

Val Lys Tyr His

Val Thr Ser Glu

Val val Ala Asn

Pro Ser Leu Val 65

2255

2270

2285

2300

2315

2330

50

35



Asp
85

Gly
100

Glu
120

Gln
135

Tyr
150

Leu
165

Thr
180

Leu
200

Phe
215

Asp
230

Lys
245

Phe
260

Val

His

Thr

Ala

Lys

val

Lys

val

Glu

Ser

Ala

Val

Leu

Gly

Ala

Cys

Leu

Asn

Ser

Ser

Leu

Arg

Ala

Leu

Leu

Ala

Pro

Glu

Tyr

Thr

Ala

Asp

Tyr

Pro

Ala

Pro

Lys

Gly

Thr

Val

Pro

Arg

Ile

Gly

val

Asp

Glu

Gly

Pro
90

Asn
105

Lys
125

Arg
140

Val
155

Phe
170

His
185

Lys
205

Pro
220

Thr
235

Asp
250

Val
265

Gly

Met

Val

Arg

Arg

Gly

Ala

Ser

Thr

Pro

Leu

Leu

Leu

Gly

Glu

Gly

Gly

Asp

Ala

Thr

val

Phe

Gln

Arg
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Asp

vVal

Leu

Asp

Asp

Leu

Cys

Leu

Pro

Met

Lys

Leu

Thr

Asn

Glu

Ala

Pro

Pro

Cys

Gly

Tyr

Cys

Tyr

Val

Thr
95

Gly
110

Leu

Pro

Glu
160

Tyr
175

Leu
190

Thr

Ser

Thr
240

Asp
255

Arg
270

Pro

Ser

Ser

Asn

Arg

Lys

His

Thr

val

Lys

Leu

Arg

177

Gly

Ile

Lys

Leu

Arg

Thr

Pro

Leu

Met

His

Ser

Phe

Ile

Trp

Gln

Gln

Lys

Pro

Asn

Gln

Glu

Gly

Thr

Ile

Gln

Asp

Ile

Leu

Gly

Gln

Gly

His

Tyr

Thr

Gln

Phe

Pro

Phe

Ile

Pro

Arg

Asp

Vval

Gly

Leu

Ser

Gly

Ser

145

225

130

210

115

195



His
280

Lys
295

Val
310

Glu
325

Ser
340

Leu
360

Lys
375

Leu
390

Cys
405

Leu
420

Asn
440

Arg
455

val
470

val

Asn

Gln

Asn

Lys

Ala

Ala

His

Asp

Tyr

Cys

Gly

Tyr

Gly

Ser

Ser

Trp

Pro

His

Trp

Cys

Arg

Glu

Cys

Gly

Ser

Lys

Met

Ile

Gln

Lys

Arg

Lys

Thr

Ser

Leu

His

Leu

Leu

Ala

Ala

Pro

Thr

Thr

Ser

Ser

Val

Thr

Ala

Asp

Ser

Ile

Pro
285

Gly
300

Glu
315

val
330

Arg
345

Ala
365

Pro
380

Ala
395

Pro
410

Gly
425

Leu
445

Ser
460

Ile
475

Pro

Vval

Ile

Thr

Thr

Leu

Ile

Gly

Ala

Cys

Val

Gly

Tyr

Leu

Asn

Asp

Pro

Ile

Ser

Ala

Arg

Ile

Glu

Ala

Asp

Ala

Phe

Gly

Glu

Cys

Leu

Gly

Leu

Cys

Val

Glu

Thr

Pro

Gln

ES 2 692 809 T3

Leu

Gln

Met

Thr

Gly

val

Gly

Leu

Arg

Tyr

Gln

Val

His

Pro

Arg

Cys
320

Leu
335

Thr
350

Thr

Lys

Glu
400

Trp
415

Leu
430

Asp

Thr

Met
480

Ser

Phe

Ala

Lys

Asn

Gln

Asn

Ala

Phe

Pro

Gly

Ser

Val

178

Thr

Pro

Arg

Lys

Asn

Ala

Lys

Asp

Val

Ser

Ala

Vval

Leu

Tyr

Thr

Ala

Gln

Phe

Phe

Phe

Leu

Ala

Tyr

Phe

Ser

Ser

Pro

Lys

vVal

Tyr

Ile

Met

Lys

Ala

Asn

Val

Thr

Asn

Ala

Ala 275

Asp 290

Lys 305

Cys

Ala

Lys 355

Glu 370

Ser 385

Leu

Leu

Lys 435

Thr 450

Leu 465



Lys
485

Phe
500

Leu
520

Vval
535

Thr
550

Gly
565

Tyr
580

Ala
600

Tyr
615

Tyr
630

Lys
645

Ala
660

His

Met

Glu

val

Glu

Val

Arg

His

Ile

Glu

Arg

Ser

Lys

Ser

Gly

Asp

Leu

His

Ile

Gln

Met

Leu

Asp

Phe

His

Ala

His

His

Leu

Tyr

Leu

Thr

Leu

Lys

Met

Leu

Pro

Asn

Asp

Phe

Glu

Leu

Ala

Asp

Asp

Val

Ala

Asp

Ile

Gly

Glu

Tyr

His

Ile
490

Glu
505

Glu
525

Leu
540

Lys
555

Pro
570

Gln
585

Ser
605

Cys
620

Pro
635

Gly
650

Ala
665

Gln

Gly

Ile

Arg

Met

Pro

Asn

Asn

Cys

Gly

Ala

Lys

Ser

His

Leu

Gln

Pro

Leu

Ser

Arg

Ala

Ala

Ile

Phe

Lys

Ala

Cys
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Lys

Pro

Thr

Gly

Phe

Asp

Ser

Cys

Ala

Phe

Cys

Cys

Pro

Phe

Met

Phe

Phe

Leu

Arg

Glu

Ile

Arg

Met

Arg

Gly

Vval

Leu
495

Leu
510

Pro

Lys

Gly
560

Ile
575

Tyr
590

Asp

Cys

Ser
640

His
655

Leu
670

Thr

Glu Glu

Val Tyr

Asn Tyr

Thr Asp

Cys Arg

Leu Ala

Tyr Ala

His Asp

Ala Arg

Met Trp

Cys Gly

Asp Leu

Leu Ser

179

Gln

Ser

His

Pro

Ile

Ala

Ser

Pro

Gln

Glu

Ile

Cys

Cys

Leu

Asp

Trp

Lys

Glu

Leu

Ala

Glu

Asp

Lys

Cys

Leu

Gly

Lys

Asp

Trp 515

Lys 530

Ala 545

Ala

Ala

Trp 595

Gly 610

Leu 625

Asp

Phe

His 675



680

His
695

Gly
710

Pro
725

Pro
740

Ile
760

Pro
775

Asn
790

Thr
805

Pro
820

Arg
840

Arg
855

Arg
870

Ala

Lys

Arg

Gly

Ala

Leu

Val

Thr

Thr

Tyr

Ser

Val

Gly

Ser

Thr

Arg

Gly

Leu

Leu

Trp

His

Ser

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

Tyr

Asn

Pro

Leu

Leu

Gln

Ile

Pro

Tyr

Lys

Leu

Ile

Gln

Glu

Thr

Ser

Leu

Thr

Pro

Trp

Leu

685

Glu
700

Asp
715

Met
730

Ser
745

val
765

Cys
780

Lys
795

Asn
810

Met
825

Gly
845

Val
860

Asp
875

Cys

Ala

Lys

Arg

Asp

Lys

Phe

Gln

Phe

Ala

Arg

Glu

Ser

Val

vVal

Arg

Leu

Asp

Ile

val

Asp

Ser

Leu

Ala

ES 2 692 809 T3

Gln

Leu

Asp

Gly

Ser

Ile

vVal

Gln

Ile

Gly

Ile

Gly

Cys

Lys

Asn

Leu

Asp

Asn

Gly

Asp

val

Leu

Ala

Tyr

Gln

Gln
720

Lys
735

Val
750

Gly

Met

Pro
800

Asp
815

Ser
830

Pro

Ser

Cys
880

Ser

Ile

Thr

Ala

Asp

Val

Pro

Asp

Ala

Phe

Gly

Asn

180

Pro

Pro

Thr

Val

Tyr

Lys

Gly

val

Leu

Pro

His

His

Vval

Tyr

Thr

Lys

Gln

Val

Ser

Ile

Lys

Pro

Val

Leu

Gly

Lys

Leu

Arg

val

Ala

Gly

Tyr

val

Pro

Pro

Asp

Ala

Pro 705

Asp

Gly

val

Cys

Lys 785

Thr

Cys

Ala

Gly

Ile 865

690

770

850

755

835



Leu Arg
885

Gln Leu
900

Met Pro
920

Cys Ala
935

Arg Asn
950

Val Leu
965

Asp Ser
980

Ser Pro
995

Ala Arg
1015

Glu Phe
1030

Phe Ser
1045

Val Thr
1060

Arg Val
1075

Leu

His

Gln

Ala

Thr

Thr

Ser

Lys

His

Phe

Arg

Thr

Ser

ES 2 692 809 T3

Leu Ser Lys Thr Pro Leu Val Cys Leu Gly Asp Leu Gln
890 895
Pro Val Gly Phe Asp Ser Tyr Cys Tyr Val Phe Asp Gln
905 910
Lys Gln Leu Thr Thr Ile Tyr Arg Phe Gly Pro Asn Ile
925
Ile Gln Pro Cys Tyr Arg Glu Lys Leu Glu Ser Lys Ala
940
Arg Val Vval Phe Thr Thr Arg Pro Val Ala Phe Gly Gln 945
955 960
Pro Tyr His Lys Asp Arg Thr Gly Ser Ala Ile Thr Ile
970 975
Gln Gly Ala Thr Phe Asp Ile Val Thr Leu His Leu Pro
985 990
Ser Leu Asn Lys Ser Arg Ala Leu Val Ala Ile Thr Arg
1000 1005
Gly Leu Phe Ile Tyr Asp Pro His Asp Gln Leu Gln
1020
Asn Leu Thr Pro Glu Arg Thr Asp Cys Asn Leu Ala
1035
Gly Asp Glu Leu Val Val Leu Asn Val Asp Asn Ala
1050
Val Ala Lys Ala Leu Glu Thr Gly Ser Pro Arg Phe
1065
Asp Pro Arg Cys Lys Ser Leu Leu Ala Ala Cys Ser

1080

181

930

1010

1025

1040

1055

1070

915



Ala Ser
1090

Asn Leu
1105

Leu Pro
1120

Asn Asn
1135

Ile Asp
1150

Val Gly
1165

Tyr Leu
1180

Thr Leu
1195

Leu Asp
1210

Phe Ile
1225

Ile Thr
1240

Ala Val
1255

Leu

Gly

Lys

Arg

Ala

Pro

Thr

val

Ala

Gly

Ser

Val

Glu

Phe

Glu

Ala

Arg

Ser

Leu

Ser

Ala

Asp

Lys

Gly

Gly

Tyr

Leu

Trp

Tyr

Ile

Tyr

Thr

Glu

vVal

Tyr

vVal

Ser Cys
1095

Phe Ser
1110

Ala Pro
1125

Pro Asp
1140

Ser Lys
1155

Phe Leu
1170

Ile Gly
1185

Gly Arg
1200

Glu Glu
1215

Lys Gly
1230

Leu Pro
1245

Ser Ser
1260

Met

Pro

His

Arg

Pro

Gly

Gly

Ile

Ala

Thr

Arg

Pro
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Pro

Asp

Trp

Leu

Met

Thr

Glu

Ala

Ala

Thr

Ser

Gly

Leu

Ser

Pro

Val

Val

Pro

Pro

Thr

Arg

val

Leu

Arg

Pro

Pro

Val

Ala

Gly

Gly

Gln

Asp

Glu

Gly

Pro

Ala

182

Gln

Ala

val

Ser

Ala

val

Ala

Cys

Leu

Gly

Lys

Ala

Val

Phe

Thr

Met

Gly

val

Leu

Arg

Pro

Cys

Asp

Lys

Ala

Ala

His

Arg

Tyr

Ser

Pro

Glu

His

His

Ser

Ala

His

Pro

Gln

Pro

val

Tyr

Glu

Tyr

Ala

His

val

Val

1085

1100

1115

1130

1145

1160

1175

1190

1205

1220

1235

1250



Cys Thr
1270

Gln Pro
1285

Arg Asp
1300

Gln Leu
1315

Phe Ile
1330

Ile Gly
1345

Trp Arg
1360

Val Ile
1375

Lys Ile
1390

Asn Thr
1405

Lys Asp
1420

His Ala
1435

Leu Gly
1450

Pro Glu Gln Val Pro

<210> 13
<211> 249
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

Leu

Glu

Val

Glu

Gln

Pro

Ala

Leu

Leu

Glu

Tyr

Ile

Thr

Thr

Thr

Arg

Gly

Leu

Ala

Asp

Thr

Gly

Asp

Thr

Tyr

Glu

Asp

Ala

Leu

Leu

Pro

Thr

Leu

Thr

Leu

Trp

Asp

Gly

Leu

Val Tyr
1275

Ser Lys
1290

Met Val
1305

Thr Trp
1320

Lys Asp
1335

Ala Asn
1350

Ala Val
1365

Ala Trp
1380

Gln Pro
1395

Ala Ile
1410

Tyr Asn
1425

Arg Ala
1440

Gln Vval
1455

1460

Leu

Cys

Trp

Ser

Ala

Arg

Thr

Phe

Phe

Leu

Trp

Arg

Glu

ES 2 692 809 T3

Pro

Trp

Lys

Ala

Val

Lys

Pro

Glu

Ala

His

Asp

Leu

Glu

Lys

Gly

Leu

val

vVal

Tyr

Asp

Arg

Arg

Cys

His

Gly

Leu

Leu

Ala

Pro

Tyr

val

Asp

Leu

Thr

Arg

val

Thr

Arg

Arg

Lys

Thr

Asp

Ile

Arg

Tyr

Gly

Phe

Met

Arg

Tyr

Pro

183

Pro

Leu

Ala

Tyr

Asp

Thr

Gly

Pro

Gly

Asn

Glu

His

Tyr

Asp

Tyr

Ala

Pro

Thr

Ala

Gln

Phe

Asp

Arg

Phe

Leu

Leu

Phe

Phe

Arg

Cys

Asp

Gln

Trp

Glu

Gly

Pro

Ala

Pro

1265

1280

1295

1310

1325

1340

1355

1370

1385

1400

1415

1430

1445
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<220>

<223> ORF 2 CEPA 94881 DE PRRSV PARENTAL CODIFICADO POR LA SECUENCIA DE SEQ ID NO:10 ENTRE
LOS NUCLEOTIDOS 11611..12360

<400> 13

Met Gln Trp Val His Cys Gly Val Lys Ser Val Ser Cys Ser Trp Met 1
5 10 15

Pro Ser Leu Ser Ser Leu Leu Val Trp Leu Thr Leu Ser Ser Phe Ser
20 25 30

Pro Tyr Cys Leu Gly Ser lLeu Leu Gln Ala Gly Tyr Trp Ser Ser Phe 35
40 45

Ser Glu Trp Phe Ala Pro Arg Phe Ser Val Arg Ala Leu Pro Phe Thr 50
55 60

Leu Pro Asn Tyr Arg Arg Ser Tyr Glu Gly Leu Leu Pro Asn Cys Arg 65
70 75 80

Pro Asp Val Pro Gln Phe Ala Val Lys His Pro Leu Gly Ile Leu Trp
85 90 95

His Met Arg Val Ser His Leu Ile Asp Glu Met Val Ser Arg Arg Ile
100 105 110

Tyr Arg Thr Met Glu His Ser Gly Gln Ala Ala Trp Lys Gln Val Val 115
120 125

Ser Glu Ala Thr Leu Thr Lys Leu Ser Arg Leu Asp Val Val Thr His 130
135 140

Phe Gln His Leu Ala Ala Val Glu Ala Asp Ser Cys Arg Phe Leu Ser 145

184
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150 155 160

Ser Arg Leu Ala Met Leu Lys Asn Leu Ala Val Gly Asn Val Ser Leu
165 170 175

Glu Tyr Asn Thr Thr Leu Asp Arg Val Glu Leu Ile Phe Pro Thr Pro
180 185 190

Gly Thr Arg Pro Lys Leu Thr Asp Phe Arg Gln Trp Leu Ile Ser Val 195
200 205

His Ala Ser Ile Phe Ser Ser Val Ala Ser Ser Val Thr Leu Phe Thr 210
215 220

Val Leu Trp Leu Arg Ile Pro Ala Leu Arg Tyr Val Phe Gly Phe His 225

230 235 240

Trp Pro Thr Ala Thr His His Ser Asn 245
<210> 14

<211> 265

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ORF 3 CEPA 94881 DE PRRSV PARENTAL CODIFICADO POR LA SECUENCIA DE SEQ ID NO:10 ENTRE
LOS NUCLEOTIDOS 12219..13016

<400> 14

Met Ala Tyr Gln Arg Ala Arg Phe His Leu Leu Leu Cys Gly Phe Val 1
5 10 15

Cys Tyr Leu Val His Ser Ala Leu Ala Ser Asn Ser Ser Ser Thr Leu
20 25 30

Cys Phe Trp Phe Pro Leu Ala His Gly Asn Thr Ser Phe Glu Leu Thr 35
40 45

Ile Asn Tyr Thr Ile Cys Lys Pro Cys Pro Thr Ser Gln Ala Ala Gln 50
55 60

185
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Gln Arg Leu Glu Pro Gly Arg Asn Val Trp Cys Lys Ile Gly His Asp 65
70 75 80

Arg Cys Glu Glu Arg Asp His Asp Glu Leu Ser Met Ser Ile Pro Ser
85 90 95

Gly Tyr Asp Asn Leu Lys Leu Glu Gly Tyr Tyr Ala Trp Leu Ala Phe
100 105 110

Leu Ser Phe Ser Tyr Ala Ala Gln Phe His Pro Glu Leu Phe Gly Ile 115
120 125

Gly Asn Val Ser Arg Val Phe Val Asp Lys Arg His Gln Phe Ile Cys 130
135 140

Ala Glu His Asp Gly Gln Asn Ser Thr Ile Ser Ala Arg His Asn Ile 145
150 155 160

Ser Ala Ser Tyr Ala Val Tyr Tyr His His Gln Ile Asp Gly Gly Asn
165 170 175

Trp Phe His Leu Glu Trp Leu Arg Pro Phe Phe Ser Ser Trp Leu Val
180 185 190

Leu Asn Ile Ser Trp Phe Leu Arg Arg Ser Pro Ala Ser Pro Ala Ser 195
200 205

Arg Arg Ile Tyr Gln Ile Leu Arg Pro Thr Arg Pro Arg Leu Pro Val 210
215 220

Ser Trp Ser Phe Arg Thr Ser Ile Val Ser Asn Leu Thr Gly Pro Gln 225
230 235 240

Gln Arg Lys Val Pro Leu Pro Ser Gly Gly Arg Pro Asn Val Val Lys

245 250 255

Pro Ser Ala Phe Pro Ser Thr Ser Arg 260 265
<210> 15

<211> 183

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ORF 4 CEPA 94881 DE PRRSV PARENTAL CODIFICADO POR LA SECUENCIA DE SEQ ID NO:10 ENTRE
LOS NUCLEOTIDOS 12761..13312

<400> 15

186



10

15
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Met Ala Ala Thr Ile Leu Phe Leu Leu Ala Gly

Val Ser Glu Ala Phe Ala Cys Lys Pro Cys Phe
20 25 30

Asp Ile Lys Thr Asn Thr Thr Ala Ala Ala Gly
40 45

Asn Ile Asn Cys Phe Gln Ser His Arg Ala Ser
55 60

Thr Pro Leu Arg Arg Ser Ser Gln Cys Arg Glu
70 75 80

Gln Tyr Ile Thr Ile Thr Ala Asn Val Thr Asp
85 90 95

Asn Ala Asp Leu Leu Met Leu Ser Ala Cys Leu
100 105 110

Met Ser Glu Lys Gly Phe Lys Val Ile Phe Gly
120 125

Val Ser Ala Cys Val Asn Phe Thr Asp Tyr Val
135 140

His Thr Gln Gln His His Leu Val Ile Asp His
150 155 160
Phe Leu Thr Pro Ser Thr Met Arg Trp Ala Thr
165 170 175
Phe Ala Ile Leu Leu Ala Val 180
<210> 16

<211> 201

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> ORF 5 CEPA 94881 DE PRRSV PARENTAL CODIFICADO POR LA SECUENCIA DE SEQ ID NO:10 ENTRE

LOS NUCLEOTIDOS 13309..13914

<400> 16

Ala

Ser

Phe

Thr

Ala

Glu

Phe

Asn

Ala

Ile

Thr

187

Gln

Thr

Met

Ala

Val

Ser

Tyr

Ile

His

Arg

Ile

His

His

Val

Gln

Gly

Tyr

Ala

Ser

Val

Leu

Ala

Leu

Leu

Leu

Gly

Ile

Leu

Ser

Gly

Thr

Leu

Cys

Met

Ser

Gln

Thr

Pro

Tyr

Glu

Val

Gln

His

Leu

65

145

50

130

35

115



10
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Met Lys Cys Ser Cys Lys Leu Gly His Phe Leu Thr Pro His Ser Cys 1

Phe Trp Trp Leu Phe Leu Leu Cys Thr Gly Leu Ser Trp Ser Phe Val
20 25 30

Asp Gly Asn Asp Asn Ser Ser Thr Ser Gln Tyr Ile Tyr Asn Leu Thr
40 45

Ile Cys Glu Leu Asn Gly Thr Glu Trp Leu Ser Gly His Phe Asp Trp
55 60

Ala Val Glu Thr Phe Val Leu Tyr Pro Val Ala Thr His Ile Ile Ser 65
70 75 80

Leu Gly Phe Leu Thr Thr Ser His Phe Leu Asp Ala Leu Gly Leu Gly
85 90 95

Ala Val Ser Ala Thr Gly Phe Ile Gly Glu Arg Tyr Val Leu Ser Ser
100 105 110

Met Tyr Gly Val Cys Ala Phe Ala Ala Leu Val Cys Phe Val Ile Arg
120 125

Ala Ala Lys Asn Cys Met Ala Cys Arg Tyr Ala Arg Thr Arg Phe Thr
135 140

Asn Phe Ile Val Asp Asp Arg Gly Arg Ile His Arg Trp Lys Ser Ser 145
150 155 160

Ile vVal Val Glu Lys Leu Gly Lys Ala Glu Val Gly Gly Asp Leu Val
165 170 175

Asn Ile Lys His Val Val Leu Glu Gly Val Lys Ala Gln Pro Leu Thr

180 185 190

Arg Thr Ser Ala Glu Gln Trp Glu Ala 195 200
<210> 17

<211>173

<212> PRT

<213> Virus del sindrome respiratorio reproductivo porcino

<400> 17

188

50

130

35

115



10

Met

Leu
20

Leu
40

Phe
55

Gln
70

Leu
85

Arg
100
His
120

Asn
135

Thr
150

val
170

Gly

Val

Lys

Leu

Ser

Trp

Cys

His

Arg

Leu

Lys

<210> 18

<211>128

Ser

Leu

Val

Asn

Thr

Gly

Arg

Vval

Ala

Val

Arg

<212> PRT ' ' '
<213> Virus del sindrome respiratorio reproductivo porcino

<400> 18

Leu

Ala

Ser

Cys

Asn

Val

Leu

Glu

Tyr

Pro

Gly

Asp

Phe

Arg

Ser

Arg

Tyr

Cys

Ser

Ala

Gly

Val

Asp
10

Ser
25

Gly
45

Phe
60

vVal
75

Ser
90

Cys
105

Ala
125

Vval
140

Leu
155

Val

Phe

Ile

Thr

Ala

Leu

Leu

Ala

Arg

Arg

Asn

Cys

Thr

Leu

Phe

Leu

Thr

Gly

Gly

Lys

Ser

Leu
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Asn

Tyr

Leu

Gly

Thr

Glu

Arg

Leu

Pro

Leu

val

Asp

Thr

Gly

Tyr

Leu

Ser

Arg

His

Gly

vVal

Lys

Pro
15

Pro
30

Leu

Met

Gly
80

Trp
95

Tyr
110

Ser

Leu

Leu

160

Tyr

Thr

Ile

Leu

Thr

Ala

Lys

Ile

Ile

Thr

Gly

Gly

189

Ala

Met

His

Tyr

val

Phe

Leu

Pro

Ser

Gly

Arg

Ala

Ile

Ile

vVal

val

Ile

Ala

Ala

Val

Lys

Gln

Tyr

Leu

His

Ala

Thr

Pro

Ser

Asn

Arg

Lys

Ala

Ile

Phe

Leu

Ser

Ala

Gly

Gly

Ala

1
35
50
65
115
130
145
165



10

Met Ala Gly Lys Asn Gln Ser

Met Gly Lys Gly Gln Pro Val
20 25

Met Ile Lys Ser Gln Arg Gln
40 45

Lys Lys Pro Glu lLys Pro His
55 60

Arg His His Leu Thr Gln Ala
70 75

Gln Thr Ala Phe Asn Gln Gly
85 90

Gly Lys Val Ser Phe Gln Val
100 105

Val Arg Leu Ile Arg Val Thr
120 125

<210>19

<211> 7050

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>

Gln

Asn

Gln

Phe

Glu

Ala

Glu

Ser
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Lys

Gln

Ser

Pro

Arg

Gly

Phe

Thr

Lys

Leu

Arg

Leu

Ser

Thr

Met

Ser

Arg
15

Cys
30

Gly

Ala

Leu
80

Ala
95

Leu
110

Ala

Arg

Gln

Gly

Ala

Cys

Ser

Pro

Ser

Asn

Leu

Gln

Glu

Leu

Leu

val

Gln

Ala

Leu

Ala

Asp

Gln

Ser

Ala

Gly

<223> Nucledtido que codifica el ORF1a DE PRRSV 94881 atenuado

<400> 19

190

Ala

Gly

Lys

Asp

Ser

Ser

His

Ala

Pro

Thr

Lys

Ile

Ile

Ser

Thr

Asn

65

50

35

115



atgtctggga
ggccaagtct
gacacggacc
gttcccattg
atttttcett
gttgctgatg
gtttacgagce
tacgcgaact
aattcccett
tctagcatat
tctecgeatga
gagctagaac
cttgccgatt
ccttgegget
tttttgagcce
taccaaacca
ctcecgtgetg
tcttggatca
tctecttegea
cacaagtggt
aaagactcgg
tactccceccac
atgattaata
gcttectgatg

cggaaccgeg

tgttcteceg
attgcacacg
tcggtgcagt
gtatccccca
tagcgcgcecat
tattgtaccg
gtggttgcaa
ccatgcacgt
tgcctcaacy
acaggtggga
tgtggactce
accaggtcaa
gggagctcac
accttgtteg
agtcagccga
agtggggtgt
tggtcgacce
ggcacttgac
ttgtgcecgaa
atggtgccge
cttccaccct
ctgcggacgg
atgacttcac
gtgaccttge

cctgeccectaa

gtgcatgtgce
gtgtctcagt
tggecttgttt
ggtggaatgt
gacctccgge
tgacggttgce
ttggtatccg
gtccgaccaa
ggcttgtegg
aaaatttgta
ggaatccgat
ggtccttgtt
tgagtcccct
ggacccggcet
agtgctcagt
gcctggceaag
tgatggtccce
cctgaatgat
cacagagcct
cggcaaacgg
caaggttgcc
gtcttgtggt
gtcccectcetg
tcaggccatt

cgccaaatac
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acccecggcetg
gcacggtcte
cacaagccta
tctccatcetg
aatcacaact
ttaaccccta
attacggggce
ccgttceectg
cagccegttet
atttttatgg
gactccacgg
cggagcttte
gataacggtt
gtatccgaag
cgcgaggcge
tacatccage
attcacgttg
gatgtcacce
accacacacc
gccegtggea
cgaccgactt
tggcatgcecce
ccteggtaca
caatgtttge

ctcataaaac

cccgggtatt
ttctetectee
aagacaagct
ggtgttgctg
tccttcaacg
gacacctccg
ctgtgcectgg
gtgccactca
gtcegttega
attcctecte
ctttggaagt
ccgeccatca
tttccttcag
gcaagtgttg
atctggctac
gcagacttca
aagcattgtc
cgggattcgt
ggatcttteg
agcgtgcecge
ccaccagtgg
ttgccgecat
acaggccgga
aactacctge

tcaacggagt

191

ttggaacgcc
agaacttcag
ccattggaaa
gctgtcaacc
actcgtgaag
tgaactccaa
gatggctgtg
tgtgttaaca
agaggcccat
cgacggtcga
tectgeegece
ccttgtecgac
cacgtcacat
gctttectge
cgcctatggt
agttcacggt
ttgcececccag
tcgectaatg
ttttggagtg
caaaagtgag
aatcgtcacc
actgaaccgg
ggacgattgg
cgccatagcet

tcattgggag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500



gtagaggtga
tgctctgaag
gaggcccetgg
ttcettgeca
tcaccggage
aaatgcggat
ccgagctcca
ccatcecgtga
tcttgggaag
gaatctaagg
gtggtcctta
atgeccactgg
gtaccggaca
ctggcgagge
tcatttectgg
gcgtggectg
gtctttgtga
ctttccgaag
cccatcgatt
aaattcaggce
gatgttcatg
ggtagtcgtg
atgaaaactt
ttecteectg
gacagtgccg
cccacaaaac
caaggagatg
gatgtgggtg
agtcagcgcc
acacttttct
ctacttgcete

gtecttttetg

ggcctggaat
gctgtgtege
cgtetgetta
atccacctce
agtccggett
ccacagaagg
aacaggccat
ctctgaacga
agcccaaaga
aaacagcccc
ccgaggaact
atttgacttg
atttgagctc
ctgcaccceceg
atttgcctga
taagggctac
agcctcgagg
ccagttctgt
tgacaacttc
gececegegttt
caaagataaa
cgaccccagc
ggcgctgeac
acatgattca
gcctgaagca
cggttggacc
ccatcteege
gaggttggaa
ttacgacatg
cgccacgggg
tecctgetetg

gttctgtgeg

ggctecctege
gtcgecttac
tagactgcet
ccaggagttce
ctctagtctg
ggaattcatc
ggccctectt
gtgcttecce
ccectggeget
tgaagaagct
tagcgagcaa
gccaacctta
tggcattggt
tcttgttgag
cgtgcagacc
cgegtetgac
tgttttctet
cgtcgatgac
gaacgagacg
ctcecgegeaa
gagtcgggta
caccaagaag
ctecgecagtte
agacacaccg
actggtggcg
ggtgcttgac
tgacaagcca
aagttttatg
ggtttttgag
ctctatgget

cegttettac

gtgtgttegt
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tcectetete
ccggaggacyg
tcagactgtg
tggactecttg
tataaattgt
tatactgttg
gcaaaaatta
acggatgtte
gctgttgtece
caagcgagaa
caggtgcagg
accgctacgg
gcccagcccg
cgctgtggca
tcggaccage
cceggttgga
gatggcgagt
cggacaaaag
ctctetgggt
gctttaateg
tatgaacaat
tggctcgaca
caagctggtce
cctectgtte
cagtgggata
caggccgtcecce
ccccattege
ctctceggea
gttctectece
ccaggtgatt

ccaatactcg

ttgggtgttt

gtgagtgcgt
ggttgcctaa
tttgtgatgg
acaaaatgtt
tgttagagat
agaggatgtt
aggtcccatce
cagtcaactc
tatgtccatc
accgtaaggt
tggttgaggg
cgacccctgt
ctaccgttca
cggagtcgaa
ctttagacct
tccacggtag
cggcccttea
aagctccggt
ctgaccccett
accgaggtgg
gccttcaage
aaatgtggga
acattcttga
ccaggaagaa
ggaaatcgag
ctctgectat
aaaacccttce
ccegtttege
atctcccage
ggctgtttge
gatgeccttec

ttggttcttg

192

tgttggegte
acgtgcactt
tattattgac
gacttceeceg
cttgeccgeag
gaaggattgt
ctcaaaggcce
tgagttaata
ggatgcaaaa
ccttcaccct
tgatcaggat
tagagggccg
agaactcatt
cggcagcagt
gtcecctggee
gcgtgagect
gttcggagag
ggttgacgcc
tgaattcgee
tcecgettgee
ttgtgaacct
cagggtggac
gtcecctcaaa
ccgagetggt
tgtgacaccc
ggacatccag
tagtcaagta
ggggtcegtt
ttttatgctce
aggtgctgtt
cttattgggt

gatggctttt

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420



gctgtatttt
ccggagtgte
agccttgtgg
tcacgttgte
cttatttatg
gctecctgeag
gtgteccttgt
ggctggegeg
gcttatgeca
gatcctagte
cagcctacge
aaggtcccag
gtccgetgeg
aatcagaccc
cttgcegtgg
acgtcacctc
tatcctactt
gttaccctge
attttggtgc
tcaatggtct
ttetttecta
tcatttttgg
ctttgggcag
cagtatacct
atggcggecg
gtcggatcce
gtcgtagget
gtcactgcca
cgcatgcaca
ggcgttgece

tcaaccggag

tattctecgac
atgctgagct
tecgggcecatc
tctggtttgt
tggtgtccca
aagtggccct
gtgatcggtt
ggtgetggtg
acttggatga
aggccattaa
ccgaggtcgt
tcaacccaga
gttattcgac
ccctcaggaa
cccaggtatc
aagtgtgtgg
atggcceccgg
cattgttctce
ttgcctectt
ttttggegtt
tgctettgag
tgttttgect
ttggcegttt
ccggaccacg
ttcggagage
ttcttgaagg
cttcecttgg
cccatgtgtt
cgttcaatac
ctatggttaa

tcgaacctgg

tccaccegac
tttggectett
gggcctcetta
tctectacgt
agggcgttgt
taatgtgttt
ccaagcgcca
tggtgagage
aaagaagata
atgcctgaaa
ccgtgtgtct
ctgcagggtt
agcacaactg
ctectgteece
tgtgtggact
tcgagggace
agttgtgtgt
agccgttgee
gggcgcttta
ttgtgcttac
gtgggtaacc
accagctgcece
cacccaggtt
tggtgcagct
cgetttgact
tgctttcaga
ttctggagga
gaatggtaac
taatggtgat
gatcgctaag

catcatgggg
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ccagtecggtt
gagcagcgcec
tgcgtcattce
atatgcatgc
cacaagtgtt
cctttttege
aaaggagttg
cctattcate
tcecgeccaga
gttttgcagg
gagattccct
gtggtagatt
gtcettggte
accaaaacaa
cttgttcatt
tctgacecegt
tcctetegac
catctttceeg
gcccaccgct
gcctggecca
cttcatccte
ggcgttetet
gccggaatta
gctgtagcaa
ggacggactt
actcaaaagc
gttttcacca
acagccaggg
tatgcctggt

gggtatcgeg

gaaggattcg

cttecttgtga
aactttggga
ttggcaagtt
tcgcagattt
ggggaaagtg
gcgccacccg
accccgtgea
aatcacacca
cggtgattge
caggaggggc
tctecggecce
cggacacttt
ggggcaactt
ctggtgggge
tcatcctegg
ggtgttecgaa
tctgegtgte
gtagagaggt
tggctcttaa
tgagctectg
tcactatget
cgctgggaat
tcacacctta
cggctccaga
tgatcttcac
cctgcecttaa
ttgatggcag
tcactggtga
cccatgetga
gtcgtgecta

ccttetgttt

193

ccacgattecg
acctgtgege
actcggtggg
ggcaatttct
tataaggacg
ctcatctctt
cttggcgaca
aaaaccgata
tgtceccgtat
tattgtggac
attttttceg
tgtggctgeg
tgccaagcecta
ctcatacacc
cctttggtta
ccecttttteg
tgcecgacgga
ggggattttt
ggcagacatg
gttaatttge
ttgggtgcac
aaccggtcett
tgacatccac
aggtacttac
accatctgca
caccgtgaat
aagagtcatc
ttcctacaac
tgactggcaa
ctggcaaacg

cactaactgt

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280



10

ggcgactcag
tcaaacaaac
gaaactaggc
attaagttga
ctccttgett
tttttectte
tttttgctga
tttgtacttg
gcggctcecteca
ctggccacag
acatactgct
ggtgggctcc
atgctggttg
aatcttagga
ttggcttgeca
tgctttgtgt
gctagagctc
ttggccaagce
attgttctge
aggaaaactg
actgtcgtgt
ccactttttg
atgaaaaaac
atttgggaca
catgcttttce
gccccccaac
ggcattacgt
aactgccttg
tgtgacctta

ctgaccactg

<210> 20
<211> 4392
<212> DNA

ggtcacctgt
tcggttectgg
tctectgaccet
gcccagcecat
ctgtcceegt
tctggecgeat
atgaaattct
catgggccac
accgcaacag
aaatcgggac
tcectgececag
atgcecetegg
gtgatgggag
aaggcgtgtc
agttgtcgca
ccgcttcaaa
tgcgtcagga
tcgaggcettt
ttgggcaaca
tgtctgtgea
ccaacacgcc
aaaatggccce
actgtgtatc
agtctaacgg
aggacaggtc
agggattcga
ataacaggca
aagctgccag
cagctaccga

aacaggcttt

<213> Secuencia Artificial

<220>

catttcagaa
tcttgtgaca
ttctagacat
catccctgat
gatggaaggt
gatgggccat
cccagcagtc
cccectggteg
gttgtccectg
ttttgctggt
gtteccttget
cgtaattttg
tttctcaage
gcagtcctgt
agctgacctt
catgaaaaat
gctggectcece
cgctgagacg
cccececatgga
agaaacacga
cgtggatacc
gcgecatege
ccteggette
cgacaccttt
aaccgactat
tccaaagtcc
tctggtcaaa
actgtccctt
agtggagaaa

aaactgctag
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gctggtgace
acccctgaag
tttgcaggtce
gtgacaacta
ggcctctcaa
gcctggacac
ttggtcecgag
gcacaagtgt
gcgttctacg
ggatggcctg
gtgactagtt
tggttattca
gctttettee
ggcatgaata
gattttttgt
gcagctggcece
ttggttcagg
gccactcegt
tccatecteg
tgcectgggtg
ttgaccggta
agcgaggacg
cacaaaatca
tacacggatg
agagacaggg
gaagcccectg
ggtaaggagg
gagcaagctce

ctaaagcgca

ttattggagt
gggagacctg
caagcgtccece
ttccgagtga
ctgtccaget
ccattgttge
ctgtgttctce
tgatgattag
cattcggagg
aactgtccca
atgtccccac
aataccgatg
tacggtattt
acgaatccct
ccagtttaac
aatacatcga
ttgacaagat
cacttgacac
acattaatgt
gttccaaatt
tcccacttca
acgacctcaa
atggtaaagt
attcccgata
attatgaagg
ttggcactgt
tcctagttece
ttgctgggat

tcattagtca

<223> Nucledtido que codifica el ORF1B DE PRRSV 94881 atenuado

<400> 20

194

ccataccggt
ctccatcaag
tcttggggac
cttggcatcg
tttgtgegte
cgtaggcettce
ttttgcactc
actcctcacg
tgtcgttgge
agccctcteg
catcatcatc
ccteccacaac
tgctgagggt
gacagctgct
gaacttcaag
ggcggegtat
gaaaggagta
aggggacgtg
ggggggtgaa
cagtgtctge
gacgccaacce
agttgagaga
ttactgcaaa
cactcaagac
tgtacagacc
tgtaatcggt
caaacctgac
gggccaaact

actccaaggt

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7050



acaggcttta
gtaactgaaa
ttagacctaa
gtcgtggcga
gacgttctce
gggaatatgg
ctagagttgt
ctccaactcc
cttgtcaaca
attcatgcgg
ctgggtacca
atggaatacc
aaggctgcetg
ggggtcctac
ttccttecat
ccaacaaagg
gaaaattggce
actagaacca
ggtgtcaccc
aagtttaagg
tgcgatcgea
gcaggatgtg
acgcaggatg
gtgtccaaca
aagatgggtc
cttgaaatce
acttttccca

gacccaaaga

aactgctagce
cggcggtaaa
aagtcacctc
acttatgttce
tcaaacccgg
gcgtgaacgg
ccaagcaaat
cctacaagct
ctaggtttgg
cttgttgeet
ctcttcaaca
ttgattcacg
cagaggacct
gcctagtgeg
caacctaccc
atgtccagag
agactgtgac
tcctaggtac
aggcgttcat
aattgcattg
gcacccccge
aagagtactt
gcgctttcac
ccgtctacte
atgaaattgg
agcccatgtt
actaccattg

aaactgtcat

cgccagceggce
aatcgtaaaa
cgaggtggag
cggtgtegte
acttgacaca
ttctatttgg
aatccaagca
ttatcctgtce
agatttacct
gcatcccaat
tggtttcgag
ccctgacacce
ccaaaaatat
caggttcatc
tgccaagaac
catacctgaa
accttgcacc
caacaacttc
gaagaaggcc
cactgtcgecce
cattgtgagg
gcctagctac
aaaacgcggt
actgataatt
tctcaagttc
agtgtattct
gtgggtcgag

aactgataaa

ES 2 692 809 T3

ttgacceget
taccacagca
gtgaagaaat
ttgatgagge
acacccggca
gattttgaaa
tgtgaagtca
aggggggacc
tacaaaactc
ggggtcctcg
ctttatgtcce
ccttttatgt
gacctatcca
tttageccatg
tccatggcecag
attgatgaaa
ctcaaaaaac
atagccttgg
tggaagtcce
ggcagatgcce
tggtttgttg
gtgctcaact
ggcctgtegt
tacgcccage
cttgaggaac
gatgacctecg
catcttgacc

cccagtttte

gtggeccgegg
gaactttcac
caactgagca
ctcacccacce
ttcaaccagg
ctgcacccac
ggcgecgggga
ccgagecggeg
cccaagacac
tgtctgatgg
ccactgtacc
gtactaaaca
ctcaagggtt
ttggtaaggce
gggtcaatgg
tgtgcgeecg
agtactgttc
ctcacaggtc
caattgcctt
ttgaggctga
ccaacctcct
gttgccatga
ccggggaccce
acatggtgct
agctcaaatt
tcttgtatge
tgatgttggg

tcggetgecag

195

cggecctagtt
cttaggctcet
ggggcacgct
gtcecttgtt
gcatggggce
aaaggtagaa
cgcccctaac
taaaggtcgce
caagtccgca
caaatccacg
ttatagtgtc
tggcacttcc
tgtcttgecet
gccaccactg
ccagaggttce
tgcegtcaag
caaacctaaa
agcactcagt
ggggaaaaac
cctggettece
gtatgaactt
ccttgtggeca
cgtcaccagt
ttcggecttg
tgaggacctt
ggaaagaccc
ctttaaaacg

aattgaagca

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680



ggacggcagt
gcgcagaacg
tgcattgacce
cgccaggacg
aaaagtcata
tatgcgteccg
ccagtcactc
cctgtegggg
cctegtacca
cagtccegtce
tctgatggag
aaggtggett
accacctgge
acaatgtttg
ggactceccett
catgtccctg
ctaaggctgce
gtcggctttg
atttatagat
gaatccaagg
gtcctgacac
ggggcgacct
cgagcacttg
caactccagg
cgtggggatg
ctagagacag
gcttgttegg
gggttttact
cattggccag
atgcgccecaa
ccatccattt

ggcgagectce

tagtccccaa
cctcagagta
atgaccccga
gttacecgttt
atgaagggaa
cctgtggact
tgagctgtgg
ctggcaaatc
ttatcatgaa
gaggtcttgt
actaccaagt
gcaacgtact
tactgaacca
acatagtcag
ttccaccacc
gccgagtgte
tttccaaaac
attcctattg
ttggccctaa
ccaggaacac
cgtaccacaa
tcgacattgt
tagccatcac
agtttttcaa
agctggttgt
gttcacceeg
ccagtctaga
tttcecececgga
tggtcaccca
ttgatgececg
ttettggeac

aggccctgece

tecgegacegt
ttatgcgtcc
gtggtatgag
teccaggeceg
gaaatgccgt
tgatttgtgt
ccaccatgec
cceccettgac
ggtggacaac
tgcagtcaaa
ggtgcctcett
actcagcaag
agtccaggac
tgctcttaaa
tgccaggtcece
atatctcgat
accccttgtg
ttatgtgttc
catctgtgeca
cagagtggtt
agatcgtacc
gacattgcat
tcgggcaaga
cttaacccce
tttgaatgtg
atttcgagta
agggagctgce
cagcccagct
ccagaataat
ctacagcaag
tcetggtgtg

agaaacactc
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attctggetg
gctgccgcaa
gatcttatct
gcattttteca
cactgcggca
ttgttccatt
ggttcaaagg
gctgtgetga
aaaacaacga
agaggtattg
ttgccgactt
tttatagtag
gatgatgtca
gtttgcaggt
gggcegtggg
gaggcaggat
tgtttgggtg
gatcagatgc
gccatccage
ttcaccacce
ggctctgcaa
ctaccatcgc
catgggttgt
gagcgcactg
gataatgcgg
tcggaccecga
atgccactac
tttgcaccce
cgagcgtggce
ccaatggtcg
gtgtcatact

gtttcaacag

ctcttgecata
ttctgatgga
gcggcatege
tgtcecatgtg
tctgegacge
cacactttca
aatgttcgea
aacaaatccc
ccecttgaccee
caggtaatga
gcaaagacat
ggcecgecagg
tttacacacc
attccatccc
ttaggctcat
attgcaatca
accttcagca
ctcagaagca
cttgttacag
ggcctgtgge
taactataga
caaagtccct
tcatttatga
attgtaacct
tcacaactgt
ggtgcaagtc
cacaagtagc
tgccaaaaga
ctgatcgact
gtgcagggta
atctcacatt

gacgtatagc

196

tcatatgaag
ttcgtgtget
ccggtgtget
ggagaagctg
caaagccgac
tcaacactgce
gtgtcagtca
gtacaaacct
gggaagatat
ggttgatctt
aaacatggtg
ttccggaaaa
tactcatcag
aggagcctca
cgccagcgga
tctagacatt
acttcacccg
gctgaccacc
ggagaaactt
ctttggtcag
ttcatcccag
aaacaaatcc
ccctcatgac
tgegttecage
agcgaaggcc
tctecttagee
acataacctg
gctggecgeca
tgtcgctagt
tgtggtcggg
atacatcggg

cacagattgt

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600



10

15

20

cgggaatatc
ggcgatgtca
aggtccctge
aaagccgtgt
gagacggcat
tggaaaggcg
tatgctaggt
ccggcaacag
acaccgtatg
ccgcagtgga
gaagattggg
tggcattgtg
cattttgece
caagtgcegt
<210> 21

<211> 750
<212> DNA

tcgacgegge
aaggcactac
ctaaagactc
gcactctcac
caaaatgctg
ccacagccta
tcattcagcet
ccaatcgcaa
attacggtge
agattttggg
caattctcge
tacgagaacg
ttggcactga

ga

<213> Secuencia Artificial

<220>

tgaggaagag
gatcgggggg
tgttgctgtg
cgatgtgtac
gaaacttaaa
tttccagttg
acccaaggat
ggttgtgega
tcaggtcatt
gttgcagecet
acgccgtatg
cccacacgca

actgcaagta
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gcagcgagag
tgtcaccaca
gttggggtga
ctcceccgaac
ctggatttca
gaagggctga
gcegttgtgt
accacagact
ttgacaacag
ttcagacgaa
aatgacggca
atttacgggce

gagctgggca

aacttcccca
ttacatcgaa
gttecgeeegg
tccgaccata
gggatgttcg
catggtcagce
acatcgatcc
ggcgggcecga
cctggttcga
catttggcett
aagattacac
gcgcccgtga

gaccccggcet

<223> Nucledtido que codifica el ORF1 DE PRRSV 94881 atenuado

<400> 21

atgcaatggg
tececttgttag
caggctggtt
ctgccattca
ccggatgtee
tcccacctaa
caagcggcct
gtagtcactc
tcacgactcg
actttggacc
tttaggcaat

accttgttca
tggceccacgg
<210> 22

<211> 798
<212> DNA

tttactgtgg
tgtggttgac
attggtcttce
ctcttecgaa
cacaattcge
ttgacgaaat
ggaagcaggt
atttccaaca
cgatgctgaa
gcgttgaget
ggcttatcag

cagtgcetttg

caacacatca

<213> Secuencia Artificial

<220>

agtaaaatca
attgtcatct
cttctcagag
ctatcgaagg
agttaagcac
ggtctctege
tgttagtgaa
cctggccgceca
aaaccttgcc
catctttcce
cgtgcacgcect
gcttcgaatt

ttcgaactaa

gtcagttgtt
ttctegecat
tggtttgcectce
tcctatgagg
ccgttgggta
cgcatttacc
gccactctca
gtggaggctg
gttggcaatg
acaccaggta
tccatcttet

ccagctctac

cgtggatgecce
attgtttggg
cgcgtttcete
gcttgetace
tactttggca
ggaccatgga
caaaactgtc
attcttgccg
tgagcctgga
cgaggcccaa
cctctgtgge

gctatgtttt

197

cgcatttatt
atacctacct
tagggctgcet
tttgcaaccg
actgatggtc
gctgecececgat
gtgtataggg
cctggcagtg
ggaccttggg
tgagaacact
tgactataat
ccatacgtat

gcctectgag

ttcactgagt
ttcactgttg
cgttcegeget
caactgcaga
tatgcgagte
acattcgggt
aaggcttgac
cttccttage
gtacaacact
gttgaccgat
ttcgtectgtt

tggtttccat

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4392

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

750



10

15

20

25
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<223> Nucledtido que codifica el ORF3 DE PRRSV 94881 atenuado

<400> 22

atggcttatc
cacagtgctt
ggcaacacat
caagctgcece
aggtgtgagg
ctcaaacttg
ttccatccgg
cagttcattt
tecegegtegt
gaatggctgce
cgttcgectg
cggctgccgg
cagcgcaagg
cccagtacat

<210> 23
<211> 552
<212> DNA

agcgtgcacg
tggcttcgaa
cattcgaact
aacaaagact
aacgtgacca
agggttatta
agctgttcgg
gcgccgagea
atgcggtgta
gaccattctt
caagccctge
tttcatggtce
taccactccce

cacgataa

<213> Secuencia Artificial

<220>

cttccatctt
ttccagetet
aactatcaat
cgagcctgge
tgatgagttg
tgcttggetg
aataggaaac
tgatggacaa
ttaccatcat
tteectectgg
ttctcgacge
cttcagaaca

ctcaggaggt

ctcectetgtg
acgctatgtt
tacactatat
cgtaacgtgt
tcaatgtcca
gcttttttgt
gtgtcgegeg
aattcaacca
caaatagacg
ctggtgctca
atctatcaga
tcaattgttt

cgtcccaatg

gcttegtetg
tttggtttecce
gtaagccatg
ggtgcaaaat
ttcegteecgg
ccttttecta
tctttgtgga
tatctgccag
ggggcaattg
acatctcatg
tattaagacc
ccaatctcac

tcgtgaagece

<223> Nucledtido que codifica el ORF4 DE PRRSV 94881 atenuado

<400> 23

atggctgecga
ttcgectgea
gctgeeggtt
gcgcaaggta
cagtacatca
ctgatgcettt
atctttggga
catgtgaccc
ttcttgacac

ttggcggtat

<210> 24
<211> 606
<212> DNA

ccattctttt
agccctgett
tcatggtcct
ccactccect
cgataacggc
ccgegtgecet
atatttctgg
aacacactca
cgtctacgat

ga

<213> Secuencia Artificial

<220>

ccteetgget
ctcgacgcecat
tcagaacatc
caggaggtcg
taatgtgacc
tttectacgece
cgttgtttee

gcagcaccat

gaggtgggct

ggtgctcaac
ctatcagata
aattgtttce
tcccaatgte
gatgaatcgt
tcggaaatga
gcttgtgtta
ttggtaattg

acaaccattg

atctcatggt
ttaagaccaa
aatctcacag
gtgaagccgt
atttgtacaa
gcgagaaagg
atttcacaga
atcacattcg

cttgtttgcet

<223> Nucleétido que codifica el ORF5 DE PRRSV 94881 atenuado

198

ttaccttgtt
attggcccac
ccctaccagt
agggcacgac
gtacgacaac
cgcggcccaa
taagcgacac
acacaacatc
gtttcatttg
gtttctgagg
aacacgaccg
agggcctcaa

gtcggecatte

ttctgaggceg
cacgaccgcg
ggcctcaaca
cggcattccce
cgcggacttg
cttcaaagtce
ttatgtggce
gttactacac

tgccattett

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

798

60

120

180

240

300

360

420

480

540

552
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15

20

25

<400> 24
atgaaatgtt
tttttgetgt
tcccaataca
cattttgatt
ctgggtttte
acaggattca
gcgttcgtat
acccggttta
atagtggtgg
gttgtcctceg
gcctag

<210> 25
<211> 522
<212> DNA

cttgcaagtt
gtaccggcett
tatataattt
gggcagtcga
tcacaacaag
ttggcgageg
gttttgtcat
ccaacttcat
agaaattggg

aaggggttaa

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223 Nucledtido que codifica el ORF6 DE PRRSV 94881

<400> 25

atgggaagcc
tttagcatca
ctggggetgt
tatgtgcatt
ttgtggggtg
tgttgectag
ctccattcaa
tcagtgaacg

gttaaacgag

<210> 26
<211> 431
<212> DNA

tagacgactt
catatacacc
tgcacatctt
ttcaatccac
tttacagcct
gccggegata
tceccagegte
gcactctagt

gagtggttaa

<213> Secuencia Artificial

<220>

ggggcatttc
gtcttggtee
gacgatatgc
aacctttgtg
ccatttcectt
gtatgtactt
ccgtgetget
cgtggacgac
caaagctgaa

agctcaacct

ttgcaacgat
cataatgata
gatatttctg
caaccgtgtce
cacagagtca
cattetggece
tggtaaccga
acctgggcett

cctegtcecaag

ES 2 692 809 T3

ttgactcctce
tttgtcgatg
gagctgaatg
ctttacccag
gatgcgcetceg
agcagcatgt
aaaaattgca
cggggaagaa
gteggtggtyg

ttgacgagga

cccaccgecg
tacgccectta
aattgttcct
gcattcacte
tggaagttca
cctgcccatce
gcatacgcetg
cggagccteg

tatggceggt

actcttgett
gcaacgacga
ggaccgaatg
ttgccactca
gtectecggege
acggcgtttg
tggcttgeeg
tccatcgatg
accttgtcaa

cttcggctga

atenuado

cacaaaaact
aggtgtcacg
ttacttttgg
tgggggetgt
tcacttccag
acgtagaaag
tgagaaagcc
tgctgggcgg

aa

<223> Nucledtido que codifica el ORF7 DE PRRSV 94881 atenuado

<400> 26

199

ctggtggcett
cagctcgaca
gttgtcecggt
tatcatttca
tgtgteegee
cgecettegeg
ctatgccege
gaagtcttca
cattaagcat

gcaatgggaa

cgtgetggece
cggeccgacte
gtacatgaca
agtcgceccectt
atgcagattg
tgctgcagge
cggactaaca

caaacgagct

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

606

60

120

180

240

300

360

420

480

522
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atggccggta
cagccagtca
tctaggggag
gaagatgaca
cagacggctt
ttccaggttg
acatccgcca

gtggcctcecta

<210> 27
<211> 7083
<212> DNA

agaaccagag
atcaactgtg
gacaggccaa
ttcggcacca
tcaatcaagg
agttcatgcet
gtcagggtgce

a

<213> Secuencia Artificial

<220>

ccagaagaaa
ccagttgctg
aaagaagaag
tctcacccag
cgcaggaact
gceggttget

aaattaattt
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agaagaaatg
ggtacaatga
cctgagaagc
gccgaacgtt
gcgtegettt
catacagtgc

gacagtcagg

cagctccgat
taaagtccca
cacattttcc
ccctetgett
catccagcgg
gcctgatteg

tgaatggccg

<223> Nucledtido que codifica el ORF1a DE PRRSV 94881 atenuado

<400> 27

atgtctggga
ggccaagtct
gacacggacc
gttcccattg
atttttecett
gttgctgacg
gtttacgagc
tacgcgaact
aattccccett
tctagcatat
tctegeatga

gagctagaac

tgttcteceg
attgcacacg
tcggtgcagt
gtatccccca
tagcgegeat
tattgtaccg
gtggttgcaa
ccatgcacgt
tgcctcaacyg
acaggtggga
tgtggactce

accaggtcaa

gtgcatgtgce
gtgtctcagt
tggcttgttt
ggtggaatgt
gacctcegge
tgacggttge
ttggtatccg
gtccgaccaa
ggcttgtegg
aaaatttgta
ggaatccgat

ggtccttgtt

accccecggcetg
gcacggtcte
cacaagccta
tctccatctg
aatcacaact
ttaaccccta
attacggggc
ccgttecectg
cagccgttcet
atttttatgg
gactccacgg

cggagcttte

cccgggtatt
ttctetctee
aagacaagct
ggtgttgcetg
tccttceaacg
gacacctccg
ctgtgectgg
gtgccactca
gtccgttcga
attcctecctce
ctttggaagt

ccgeccateca

200

ggggaaaggc
gcgccagcaa
cctagcetget
gcaatcgatc
gaaggtcagt
cgtgacttcet

cgattgacgt

ttggaacgcce
agaacttcag
ccattggaaa
gctgtcaacce
actcgtgaag
tgaactccaa
gatggctgtg
tgtgttaaca
agaggcccat
cgacggtcga
tectgeegece

ccttgtcgac

60

120

180

240

300

360

420

431

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720



cttgecegatt
ccttgegget
tttttgagcc
taccaaacca
ctecegtgetg
tcttggatca
tctcttegea
cacaagtggt
aaagactcgg
tactccccac
atgattaata
gcttctgatg
cggaaccgeg
gtagaggtga
tgctctgaag
gaggccctgg
ttccttgeca
tcaccggage
aaatgcggat
ccgagctecca
ccatcegtga
tcttgggaag
gaatctaagg
gtggtcctta
atgccactgg
gtaccggaca
ctggcgaggce
tcatttctgg
gcgtggectg
gtctttgtga

ctttccgaag

gggagctcac
accttgtteg
agtcagccga
agtggggtgt
tggtcgaccce
ggcacttgac
ttgtgccgaa
atggtgecege
cttccaccct
ctgcggacgg
atgacttcac
gtgaccttge
cctgecectaa
ggcctggaat
gctgtgtege
cgtctgetta
atccacctcce
agtccggett
ccacagaagg
aacaggccat
ctctgaacga
agcccaaaga
aaacagcccc
ccgaggaact
atttgacttg
atttgagctc
ctgcaccccg
atttgecctga
taagggctac
agcctcgagg

ccagttctgt

tgagtccect
ggacccggcet
agtgctcagt
gcctggcaag
tgatggtccece
cctgaatgat
cacagagcct
cggcaaacgg
caaggttgcce
gtcttgtggt
gtcccectctg
tcaggccatt
cgccaaatac
ggctecctege
gtcgecttac
tagactgcct
ccaggagttc
ctctagtctg
ggaattcatc
ggccectectt
gtgecttecece
ccctggeget
tgaagaagct
tagcgagcaa
gccaacctta
tggcattggt
tcttgttgag
cgtgcagacce
cgegtectgac
tgttttectet

cgtcgatgac
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gagaacggtt
gtatccgaag
cgcgaggcgce
tacatccagce
attcacgttg
gatgtcaccc
accacacacc
gccegtggea
cgaccgactt
tggcatgceccec
cctcggtaca
caatgtttge
ctcgtaaaac
tcecetctete
ccggaggacg
tcagactgtg
tggactcttg
tataaattgt
tatactgttg
gcaaaaatta
acggatgtte
gctgttgtcee
caagcgagaa
caggtgcagg
accgctacgg
gcccagcccg
cgetgtggea
tcggaccage
cceggttgga
gatggcgagt

cggacaaaag

tttcecttecag
gcaagtgttg
atctggctac
gcagacttca
aagcattgtc
cgggattcgt
ggatcttteg
agcgtgecege
ccaccagtgg
ttgcegecat
acaggccgga
aactacctgce
tcaacggagt
gtgagtgcgt
ggttgcctaa
tttgtgatgg
acaaaatgtt
tgttagaggt
agaggatgtt
aggtcccatc
cagtcaactc
tatgtccatc
accgtaaggt
tggttgaggg
cgacccctgt
ctaccgttca
cggagtcgaa
ctttagacct
tccacggtag
cggcccttca

aagctccggt

201

cacgtcacat
gctttectge
cgcctatggt
agttcacggt
ttgceeccecag
tcgectaatg
ttttggagtg
caaaagtgag
aatcgtcacc
actgaaccgg
ggacgattgg
cgccataget
tcattgggag
tgttggegtce
acgtgcactt
tattattgac
gacttcccceg
cttgccgecag
gaaggattgt
ctcaaaggcce
tgagttaata
ggatgcaaaa
cctccaccct
tgatcaggat
tagagggccg
agaactcatt
cggcagcagt
gtcectggee
gcgtgagect
gttcggagag

ggttgacgcece

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580



cccatcgatt
aaattcaggc
gatgttcatg
ggtagtcgtg
atgaaaactt
ttccteectg
gacagtgceg
cccacaaaac
caagaagatg
gatgtgggtg
agtcagcgee
acacttttct
ctacttgcetce
gtcttttectg
gctgtatttt
ccggagtgte
agccttgtgg
tcacgttgtc
cttatttatg
gctecctgecag
gtgtccttgt
ggctggcgeg
gcttatgeca
gatcccagtce
cagcctacge
aaggtcccag
gtcecgetgeg
aatcagaccc
cttgccgtgg
acgtcacctce
tatcctactt

gttacccetge

tgacaacttc
gcecegegttt
caaagataaa
cgaccccagce
ggcgctgeac
acatgattca
gcctgaagca
cggttggacc
ccatctecege
gaggttggaa
ttacgacatg
cgcecacgggyg
tcctgetetg
gttctgtgeg
tattctegac
atgctgaget
tecgggecatce
tctggtttgt
tggtgtccca
aagtgaccct
gtgatcggtt
ggtgctggtg
acttggatga
aggccattaa
ccgaggtegt
tcaacccaga
gttattcgac
ccctcaggaa
cccaggtatc
aagtgtgtgg
atggccecegg

cattgttcte

gaacgagacg
ctccgecgcaa
gagtcgggta
caccaagaag
ctcgcagttc
agacacaccg
actggtggcg
ggtgcttgac
tgacaagcca
aagttttatg
ggtttttgag
ctctatgget
ccgttettac
gtgtgttcgt
tccaccegac
tttggctett
gggcctctta
tctcctacgt
agggcgttgt
taatgtgttt
ccaagcgcca
tggtgagagc
aaagaagata
atgcctgaaa
ccegtgtgtet
ttgcagggtt
agcacaactg
ctctgteceec
tgtgtggact
tcgagggacc
agttgtgtgt

agccgttgec
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ctctetgggt
gctttaatcg
tatgaacaat
tggctecgaca
caagctggtce
cctectgtte
cagtgggata
cagaccgtcece
ccccattege
ctctccggeca
gttcteteee
ccaggtgatt
ccaatactcg
ttgggtgttt
ccagtcggtt
gagcagcgec
tgcgtcattce
atatgcatgc
cacaagtgtt
cctttttege
aaaggagttg
cctattcatc
tcecgeccaga
gttttgcagg
gagattccct
gtggtagatt
gtccttggte
accaaaacaa
cttgttcatt
tctgaccegt
tecctetegac

catcttteeg

ctgacccctt
accgaggtgg
gccttcaage
aaatgtggga
acattcttga
ccaggaagaa
ggaaattgag
ctctgectat
aaaacccttc
ccegtttege
atctceccage
ggctgtttge
gatgccttcee
ttggttcttg
cttettgtga
aactttggga
ttggcaagtt
tcgcagattt
ggggaaagtg
gcgccacceg
accccgtgea
aatcacacca
cggtgattge
caggaggggc
tcteggecece
cggacacttt
ggggcaactt
ctggtgggge
tcatcctcegg
ggtgttcgaa
tectgegtgte

gtagagaggt

202

tgaattegee
tcecgettgee
ttgtgaacct
cagggtggac
gtccctcaaa
ccgagcectggt
tgtgacaccc
ggacatccag
tagtcaagta
ggggtcegtt
ttttatgete
aggtgctgtt
cttattgggt
gatggctttt
ccacgattcg
acctgtgege
actcggtggg
ggcaatttct
tataaggacg
ctcatctctt
cttggcgaca
aaaaccgata
tgtccecgtat
tattgtggac
attttttcceg
tgtggctgeg
tgccaagceta
ctcatacacc
cctttggtta
ccettttteg
tgccgacgga

ggggattttt

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500



attttggtge
tcaatggtct
ttctttecta
tcatttttgg
ctttgggcag
cagtatacct
atggcggecg
gtcggatcece
gtcgtaggcet
gtcactgcca
cgcatgcaca
ggcgttgece
tcaaccggag
ggcgactcag
tcaaacaaac
gaaactaggc
attaagttga
ctcecttgett
ttttteccttce
tttttgctga
tttgtacttg
gcggctcetca
ctggccacag
acatactgct
ggtgggctcce
atgctggttg
aatcttagga
ttggcttgeca
tgctttgtgt
gctagagcetce

ttggccaage

ttgeccteett
ttttggegtt
tgctcttgag
tgttttgect
ttggecegttt
ccggaccacg
ttcggagagce
ttcttgaagg
cttceccttgg
cccatgtgtt
cgttcaatac
ctatggttaa
tcgaacctgg
ggtcacctgt
tecggttetgg
tectetgaccet
gcccagcecat
ctgtcececegt
tctggcgcat
atgaaattct
catgggccac
accgcaacag
aaatcgggac
tcctgececcag
atgccctegg
gtgatgggag
aaggcgtgte
agttgtcgeca
ccgcttcaaa
tgcgtcagga

tcgaggettt

gggcgcttta
ttgtgcttac
gtgggtaacc
accagctgcece
cacccaggtt
tggtgcagcet
cgctttgact
tgctttcaga
ttctggagga
gaatggtaac
taatggtgat
gatcgctaag
catcatgggg
catttcagaa
tcttgtgaca
ttctagacat
catccctgat
gatggaaggt
gatgggccat
cccagcagte
ccectggteg
gttgtccctg
ttttgctggt
gttccttget
cgtaattttg
tttctcaage
gcagtcctgt
agctgacctt
catgaaaaat
gctggectcee

cgctgagacg
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gcccacegcet
gcctggecca
cttcatcctce
ggcgttcetcet
gccggaatta
gctgtagcaa
ggacggactt
actcaaaagc
gttttcacca
acagccaggg
tatgcctggt
gggtatcgeg
gaaggattcg
gctggtgacc
acccctgaag
tttgcaggtc
gtgacaacta
ggcctctcaa
gcctggacac
ttggtcegag
gcacaagtgt
gcgttctacg
ggatggcctg
gtgactagtt
tggttattca
gctttettec
ggcatgaata
gattttttgt
gcagctggec
ttggttcagg

gccactcegt

tggctcttaa
tgagctectg
tcactatgct
cgctgggaat
tcacacctta
cggctccaga
tgatcttcac
cctgecttaa
ttgatggcag
tcactggtga
cccatgctga
gtcgtgecta
ccttetgttt
ttattggagt
gggagacctg
caagcgtccecce
ttccgagtga
ctgtccagcet
ccattgttgc
ctgtgttcte
tgatgattag
cactcggagg
aactgtccca
atgtccccac
aataccgatg
tacggtattt
acgaatccct
ccagtttaac
aatacatcga
ttgacaagat

cacttgacac

203

ggcagacatg
gttaatttge
ttgggtgcac
aaccggtcett
tgacatccac
aggtacttac
accatctgca
caccgtgaat
aagagtcatc
ttcctacaac
tgactggcaa
ctggcaaacg
cactaactgt
ccataccggt
ctccatcaag
tettggggac
cttggcatcg
tttgtgcgte
cgtaggcttc
ttttgcacte
actcctcacg
tgtecgttgge
agccctcteg
catcatcatc
cctccacaac
tgctgagggt
gacagctgct
gaacttcaag
ggcggegtat
gaaaggagta

aggtgacgtg

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360
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attgttctge
aggaaaactg
actgtcgtgt
ccactttttg
atgaaaaaac
atttgggaca
catgcttttce
gccccccaac
ggcattacgt
aactgccttg
tgtgacctta
ctgaccactg
gcg

<210> 28

<211> 4392
<212> DNA

ttgggcaaca
tgtctgtgeca
ccaacacgcc
aaaatggccce
actgtgtatc
agtctaacgg
aggacaggtc
agggattcga
ataacaggca
aagctgcecag
cagctaccga

aacaggcttt

ccececatgga
agaaacacga
cgtggatacc
gcgccatcge
ccteggette
cgacaccttt
aaccgactat
tccaaagtcce
tctggtcaaa
actgtccctt
agtggagaaa

aaactgctag
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tccatccteg
tgcectgggtyg
ttgaccggca
agcgaggacg
cacaaaatca
tacacggatg
agagacaggg
gaagcccctg
ggtaaggagg
gagcaagctc
ctaaagcgceca

ccgecagegg

acattaatgt
gttccaaatt
tcccacttca
acgaccttaa
atggtaaagt
attcccgata
attatgaagg
ttggcactgt
tcctagttcee
ttgctgggat
tcattagtca

cttgaccege

<213> Virus del sindrome respiratorio reproductivo porcino

<400> 28

acaggcttta
gtaactgaaa
ttagacctaa
gtcgtggega
gacgttctcce
gggaatatgg
ctagagttgt
ctccaactcc
cttgtcaaca
attcatgcgg
ctgggtacca
atggaatacc
aaggctgctg
ggggtcctac

ttcettecat

aactgctagce
cggcggtaaa
aagtcacctc
acttatgttc
tcaaacccgg
gcgtgaacgg
ccaagcaaat
cctacaagcet
ctaggtttgg
cttgttgect
ctcttcaaca
ttgattcacg
cagaggacct
gcctagtgeg

caacctaccce

cgccagceggce
aatcgtaaaa
cgaggtggag
cggtgtecgtce
acttgacaca
ttctatttgg
aatccaagca
ttatcctgtce
agatttacct
gcatcccaat
tggtttcgag
ccctgacacce
ccaaaaatat
caggttcatc

tgccaagaac

ttgacceget
taccacagca
gtgaagaaat
ttgatgaggce
acacccggca
gattttgaaa
tgtgaagtca
aggggggacce
tacaaaactc
ggggtcctcg
ctttatgtce
ccttttatgt
gacctatcca
tttagccatg

tccatggecag

gtggeccgegg
gaactttcac
caactgagca
ctcacccacc
ttcaaccagg
ctgcacccac
ggcgcgggga
ccgageggeg
cccaagacac
tgtctgatgg
ccactgtacce
gtactaaaca
ctcaagggtt
ttggtaaggce

gggtcaatgg

204

ggggggtgaa
cagtgtctge
gacgccaacc
agttgagaga
ttactgcaaa
cactcaagac
tgtacagacc
tgtaatcggt
caaacctgac
gggccaaact

actccaaggt

tgtggecgeg

cggecctagtt
cttaggctcet
ggggcacgct
gtceccttgtt
gcatggggce
aaaggtagaa
cgceccectaac
taaaggtcgce
caagtccgca
taaatccacg
ttatagtgtc
tggcacttcce
tgtcttgect
gccaccactg

ccagaggttce

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7083

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900



ccaacaaagg
gaaaattggc
actagaacca
ggtgtcacce
aagtttaagg
tgcgatcgea
gcaggatgtg
acgcaggatg
gtgtccaaca
aagatgggtc
cttgaaatce
acttttccca
gacccaaaga
ggacggcagt
gcgcagaacqg
tgcattgacc
cgccaggacg
aaaagtcata
tatgegtceg
ccagtcacte
cctgtcgggg
cctcgtacca
cagtccegte
tctgatggag
aaggtggctt
accacctggce
acaatgtttg
ggactcectt
catgtcectg
ctaaggctgce
gtcggetttg

atttatagat

atgtccagag
agactgtgac
tcctaggtac
aggcgttcat
aattgcattg
gcacccccgce
aagagtactt
gcgcettteac
ccgtectacte
atgaaattgg
agcccatgtt
actaccattg
aaactgtcat
tagtccccaa
cctcagagta
atgaccccega
gttaccgttt
acgaagggaa
cctgtggact
tgagectgtgg
ctggcaaatc
ttatcatgaa
gaggtcttgt
actaccaagt
gcaacgtact
tactgaacca
acatagtcag
ttccaccacc
gccgagtgtc
tttccaaaac
attcctattg

ttggccctaa

catacctgaa
accttgcacc
caacaacttce
gaagaaggcc
cactgtcgec
cattgtgagg
gcctagetac
aaaacgcggt
actgataatt
tctcaagttc
agtgtattct
gtgggtcgag
aactgataaa
tcgegacegt
ttatgegtece
gtggtatgag
tccaggecceg
gaaatgccgt
tgatttgtgt
ccaccatgec
cccecttgac
ggtggacaac
tgcagtcaaa
ggtgectett
actcagcaag
agtccaggac
tgctcttaaa
tgccaggtce
atatctcgat
accccttgtg
ttatgtgtte

catctgtgeca
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attgatgaaa
ctcaaaaaac
atagcettgg
tggaagtccc
ggcagatgcc
tggtttgttg
gtgctcaact
ggcctgtegt
tacgcccage
cttgaggaac
gatgaccteg
catcttgacce
cccagtttte
attctggctg
gctgecgeaa
gaccttatct
gcatttttca
cactgcggca
ttgttccatt
ggttcaaagg
gctgtgctga
aaaacaacga
agaggtattg
ttgccgactt
tttatagtag
gatgatgtca
gtttgcaggt
gggcegtggg
gaggcaggat
tgtttgggtg
gatcagatgc

gccatccage

tgtgegeceg
agtactgttc
ctcacaggtce
caattgecctt
ttgaggctga
ccaacctcct
gttgccatga
ccggggacece
acatggtget
agctcaaatt
tcttgtatge
tgatgttggg
tcggctgecag
ctcttgcata
ttctgatgga
gcggcatcge
tgtccatgtg
tctgcgacge
cacactttca
aatgttecgeca
aacaaatccc
cccttgacce
caggtaatga
gcaaagacat
ggccgcecagg
tttacacacc
attccatcce
ttaggctcat
attgcaatca
accttcagca
ctcagaagca

cttgttacag

205

tgcecgtcaag
caaacctaaa
agcactcagt
ggggaaaaac
cctggettee
gtatgaactt
ccttgtggea
cgtcaccagt
ttecggecttg
tgaggacctt
ggaaagaccc
ctttaaaacg
aattgaagca
tcatatgaag
ttcgtgtget
ccggtgtget
ggagaagctg
caaagccgac
tcaacactge
gtgtcagtca
gtacaaacct
gggaagatat
ggttgatctt
aaacatggtg
ttccggaaaa
tactcatcag
aggagcctca
cgccagcgga
tctagacatt
acttcacccg
gctgaccacce

ggagaaactt

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820
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gaatccaagg
gtcectgacac
ggggcgacct
cgagcacttg
caactccagg
cgtggggatg
ctagagacag
gcttgttegg
gggttttact
cattggccag
atgcgcccaa
ccatccattt
ggcgagcctce
cgggaatatc
ggcgatgtca
aggtccctge
aaagccgtgt
gagacggcat
tggaaaggcg
tatgctaggt
ccggcaacag
acaccgtatg
ccgcagtgga
gaagattggg
tggcattgtg
cattttgece
caagtgcegt
<210> 29

<211> 750
<212> DNA

ccaggaacac
cgtaccacaa
tcgacattgt
tagccatcac
agtttttcaa
agctggttgt
gttcaccceg
ccagtctaga
tttccecegga
tggtcaccca
ttgatgceceg
ttcttggeac
aggcccectgee
tcgacgegge
aaggcactac
ctaaagactc
gcactctcac
caaaatgctg
ccacagccta
tcattcagcet
ccaatcgcaa
attacggtge
agattttggg
caattctcge
tacgagaacg
ttggcactga

ga

cagagtggtt
agatcgtacc
gacattgcat
tcgggcaaga
cttaacccce
tttgaatgtg
atttcgagta
agggagctge
cagcccagcet
ccagaataat
ctacagcaag
tcctggtgtg
agaaacactc
tgaggaagag
ggtcgggggg
tgttgctgtg
cgatgtgtac
gaaacttaaa
ttteccagttg
acccaaggat
ggttgtgcga
tcaggtcatt
gttgcagcct
acgccgtatg
cccacacgca

actgcaagta
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ttcaccacce
ggctctgcaa
ctaccatege
catgggttgt
gagcgcactg
gataatgcgg
tecggaccega
atgccactac
tttgcaccce
cgagcgtgge
ccaatggtcg
gtgtcatact
gtttcaacag
gcagcgagag
tgtcaccaca
gttggggtga
ctcccecgaac
ctggatttca
gaagggctga
gcegttgtgt
accacagact
ttgacaacag
ttcagacgaa
aatgacggca
atttacgggce

gagctgggca

ggcctgtgge
taactataga
caaagtccct
tcatttatga
attgtaacct
tcacaactgt
ggtgcaagtc
cacaagtagc
tgccaaaaga
ctgatcgact
gtgcagggta
atctcacatt
gacgtatagce
aacttcccca
ttacatcgaa
gttcgeceecgg
tccgaccata
gggatgttcg
catggtcagce
acatcgatcc
ggcgggecga
cctggttcga
catttggctt
aagattacac
gcgcccgtga

gaccccggcet

<213> Virus del sindrome respiratorio reproductivo porcino

<400> 29

ctttggtcag
ttcatcccag
aaacaaatcc
ccctcatgac
tgcgttcage
agcgaaggcc
tctettagece
acataacctg
gctggecgeca
tgtcgctagt
tgtggtcggg
atacatcggg
cacagattgt
cgcatttatt
atacctacct
tagggctgcet
tttgcaaccg
actgatggtc
gctgececegat
gtgtataggg
cctggecagtg
ggaccttggg
tgagaacact
tgactataat
ccatacgtat

gcctectgag

atgcaatggg ttcactgtgg agtaaaatca gtcagttgtt cgtggatgece ttcactgagt

206

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4392

60
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15

tccttgttag
caggcetggtt
ctgccattca
ccggatgtce
tcccacctaa
caagcggcct
gtagtcactc
tcacgactcg
actttggacc
tttaggcaat
accttgttca

tggcccacgg

<210> 30
<211> 798
<212> DNA

tgtggttgac
attggtette
ctctceccgaa
cacaattcgce
ttgacgaaat
ggaagcaggt
atttccaaca
cgatgctgaa
gcgttgaget
ggcttatcag
cagtgctttg

caacacatca

attgtcatct
cttetecagag
ctatcgaagg
agttaagcac
ggtctctege
tgttagtgaa
cctggecegea
aaaccttgcce
catctttcce
cgtgcacget
gcttcgaatt

ttcgaactaa
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ttctecgeecat
tggtttgete
tcctatgagg
ccgttgggta
cgcatttacc
gccactctca
gtggaggetg
gttggcaatg
acaccaggta
tcecatcttet

ccagctctac

attgtttggg
cgegtttete
gcttgectacce
tactttggca
ggaccatgga
caaaactgtc
attcttgceg
tgagcctgga
cgaggcccaa
cctetgtgge

gctatgtttt

<213> Virus del sindrome respiratorio reproductivo porcino

<400> 30

atggcttatc
cacagtgctt
ggcaacacat
caagctgcece
aggtgtgagg
ctcaaacttg
ttccatccgg
cagttcattt
tecegegtegt
gaatggctgce
cgttcgectg
cggctgccgg
cagcgcaagg
cccagtacat

<210> 31
<211> 552
<212> DNA

agcgtgcacg
tggcttcgaa
cattcgaact
aacaaagact
aacgtgacca
agggttatta
agctgttcgg
gcgccgagea
atgcggtgta
gaccattctt
caagccctge
tttcatggte
taccactccce

cacgataa

cttccatctt
ttccagetet
aactatcaat
cgagcctgge
tgatgagttg
tgcttggetg
aataggaaac
tgatggacaa
ttaccatcat
tteectectgg
ttctcgacge
cttcagaaca

ctcaggaggt

ctcectetgtg
acgctatgtt
tacactatat
cgtaacgtgt
tcaatgtcca
gecttttttgt
gtgtcgegeg
aattcaacca
caaatagacg
ctggtgctca
atctatcaga
tcaattgttt

cgtcccaatg

gcttegtetg
tttggtttece
gtaagccatg
ggtgcaaaat
ttcegtecgg
ccttttecta
tctttgtgga
tatctgccag
ggggcaattg
acatctcatg
tattaagacc

ccaatctcac

tcgtgaagece

<213> Virus del sindrome respiratorio reproductivo porcino

<400> 31

207

ttcactgttg
cgttegeget
caactgcaga
tatgcgagtce
acattcgggt
aaggcttgac
cttccttage
gtacaacact
gttgaccgat
ttegtectgtt

tggtttccat

ttaccttgtt
attggcccac
ccctaccagt
agggcacgac
gtacgacaac
cgcggcccaa
taagcgacac
acacaacatc
gtttcatttg
gtttctgagg
aacacgaccg
agggcctcaa

gtcggecatte
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120

180
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300

360

420
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798
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atggctgecga
ttcgectgea
gctgecggtt
gcgcaaggta
cagtacatca
ctgatgettt
atctttggga
catgtgaccce
ttcttgacac

ttggcggtat

<210> 32
<211> 606
<212> DNA

ccattctttt
agccctgett
tcatggtcct
ccactcccecct
cgataacggc
ccgegtgect
atatttctgg
aacacactca
cgtctacgat

ga

ccteetgget
ctcgacgcat
tcagaacatc
caggaggtcg
taatgtgacc
tttctacgecce
cgttgtttcce

gcagcaccat

gaggtgggct
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ggtgctcaac
ctatcagata
aattgtttcc
tcccaatgte
gatgaatcgt
tcggaaatga
gcttgtgtta
ttggtaattg

acaaccattg

atctcatggt
ttaagaccaa
aatctcacag
gtgaagccegt
atttgtacaa
gcgagaaagg
atttcacaga
atcacattcg

cttgtttgtt

<213> Virus del sindrome respiratorio reproductivo porcino

<400> 32

atgaaatgtt
tttttgetgt
tcccaataca
cattttgatt
ctgggtttte
acaggattca
gcgectcgtat
acccggttta
atagtggtgg
gttgtcctecg

gcctag

<210> 33
<211> 522
<212> DNA

<213> Virus del sindrome respiratorio reproductivo porcino; Nucleédtido que codifica el ORF6 DE PRRSV 94881

atenuado

<400> 33

cttgcaagtt
gtaccggctt
tatataattt
gggcagtcga
tcacaacaag
ttggcgageg
gttttgtcat
ccaacttcat
agaaattggg

aaggggttaa

ggggcatttc
gtcttggtce
gacgatatgce
aacctttgtg
ccatttcctt
gtatgtactt
ccgtgetget
cgtggacgac
caaagctgaa

agctcaacce

ttgactcctce
tttgtcgatg
gagctgaatg
ctttacccag
gatgcgctceg
agcagcatgt
aaaaattgca
cggggaagaa
gtcggtggtg

ttgacgagga

actcttgett
gcaacgacaa
ggaccgaatg
ttgccactca
gtectecggege
acggcegtttg
tggcttgeceg
tccatcgatg
accttgtcaa

ctteggetga

ttctgaggceg
cacgaccgcg
ggcctcaaca
cggcattcce
cgcggacttg
cttcaaagtc
ttatgtggcce
gttactacac

tgccattett

ctggtggcett
cagctcgaca
gttgtceggt
tatcatttca
tgtgtecegece
cgecettegeg
ctatgccecge
gaagtcttca
cattaagcat

gcaatgggaa

atgggaagcc tagacgactt ttgcaacgat cccaccgeceg cacaaaaact cgtgetggece

208

60

120

180

240

300

360

420

480

540

552

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

606
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tttagcatca
ctggggetgt
tatgtgcatt
ttgtggggtg
tgttgectag
ctccattcaa

tcagtgaacg

gttaaacgag

<210> 34
<211> 387
<212> DNA

catatacacc
tgcacatctt
ttcaatccac
tttacagcct
gccggegata
tcccagegte
gcactctagt

gagtggttaa

cataatgata
gatatttctg
caaccgtgtc
cacagagtca
cattctggcce
tggtaaccga
acctgggcett

cctegtcaag
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tacgccectta
aattgttcct
gcactcactc
tggaagttca
cctgeccecatce
gcatacgctg
cggagcctceg

tatggececggt

aggtgtcacg
ttacttttgg
tgggggctgt
tcacttccag
acgtagaaag
tgagaaagcc
tgctgggegg

aa

<213> Virus del sindrome respiratorio reproductivo porcino

<400> 34

atggccggta
cagccagtca
tctaggggag
gaagatgaca
cagacggctt
ttccaggttg

acatccgeca

agaaccagag
atcaactgtg
gacaggccaa
ttcggcacca
tcaatcaagg
agttcatgcet

gtcagggtge

ccagaagaaa
ccagttgctg
aaagaagaag
tctcacccag
cgcaggaact
gceggttget

aaattaa

agaagaaatg
ggtacaatga
cctgagaage
gccgaacgtt
gcgtegettt

catacagtgce

cagctccgat
taaagtccca
cacattttcce
ccctetgett
catccagecgg

gcctgatteg

209

cggccgacte
gtacatgaca
agtcgceccett
atgcagattg
tgctgcagge
cggactaaca

caaacgagct

ggggaaaggc
gcgccagcaa
cctagetget
gcaatcgatc
gaaggtcagt

cgtgacttcet

120

180

240

300

360

420

480

522

60

120

180

240

300

360

387
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion que comprende virus del sindrome reproductor y respiratorio porcino (PRRSV) de un tipo
europeo, que es de la cepa depositada en la Coleccién Europea de Cultivos Celulares (ECACC) con el nimero de
acceso ECACC 11012502.

2. La composicién de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde dicho PRRSV se atenta pasandolo al menos 36
veces por cultivo celular de forma que cuando el virus modificado se administre a un cerdo u otro mamifero
propenso al PRRSV fracase en producir signos clinicos de enfermedad por PRRSV, pero pueda inducir una
respuesta inmunitaria que inmunice al mamifero contra formas patégenas de PRRSV.

3. La composicion segun la reivindicacion 1 o 2, que esta en forma liofilizada.

4. La composiciéon segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde dicha composicion se formula para
permitir la administracion de 10" a 107 particulas virales por dosis, o en donde dicha composiciéon comprende al
menos aproximadamente 107 particulas virales.

5. La composicién segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que comprende, ademas, uno o mas
patégenos atenuados o inactivados no PRRSV o material antigénico de los mismos.

6. La composicion segun la reivindicacion 5, en la que dichos patégenos no PRRSV se seleccionan del virus de la
seudorrabia, virus de la gripe porcina, parvovirus porcino, virus de la gastroenteritis transmisible, Escherichia coli,
Erysipelas rhusiopathiae, Bordetella bronchiseptica, Salmonella choleraesuis, Haemophilus parasuis, Pasteurella
multocida, Streptococcus suis, Mycoplasma hyopneumoniae y Actinobacillus pleuropneumoniae.

7. La composicién segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, que comprende ademas un adyuvante,
opcionalmente seleccionado del grupo que consiste en MCP-1, a-tocoferol (por ejemplo, acetato de a-tocoferol),
fracciones de Haemophilus sonmus, carbopol y combinaciones de los mismos.

8. La composicidn seguin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 para uso como una vacuna.
9. La composicién seguin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 para uso en un método de

- tratamiento o reduccién de la gravedad de la infeccion por virus del sindrome respiratorio y reproductivo porcino
(PRRSV),

- prevencion de la infeccion por PRRSV,
- induccion de la produccién de una respuesta de anticuerpos al virus PRRS, y / o

- disminucion de la gravedad de uno o mas sintomas clinicos asociados con la infeccion por PRRSV, en donde
dichos uno o mas sintomas clinicos se seleccionan preferiblemente del grupo que consiste en lesiones pulmonares,
anorexia, decoloracion de la piel, letargo, signos respiratorios, lechones momificados, tos, diarrea, y combinaciones
de los mismos.

10. La composicion segun la reivindicacion 7 para uso en un método de

- reduccion del porcentaje de lesiones pulmonares en al menos 50% en comparacion con los animales que no
reciben la composicién inmunogénica en combinacion con dicho adyuvante,

- reduccion de la viremia en animales en al menos 45% en comparacion con los animales que no reciben la
composicion inmunogénica en combinacion con dicho adyuvante.

11. La composicion para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10, en la que dicho método incluye la
etapa de administrar una cantidad terapéutica de un antigeno de PRRSV a

- un lechon de tres semanas de vida o menos,
- un cerdo de entre aproximadamente 3 semanas y 4 semanas de vida.

- un cerdo de entre aproximadamente cuatro semanas y dieciséis semanas de vida, en el que dicho cerdo tiene
opcionalmente de cinco semanas a seis semanas de vida o de nueve semanas a quince semanas de vida o de siete
semanas a diez semanas de vida, o

- un cerdo de mas de dieciséis semanas, en el que dicho cerdo de mas de dieciséis semanas es opcionalmente una
cerda joven o una cerda adulta.

12. La composicién para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 11, en la que la composicion debe
administrarse
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- en dosis de 1 ml para cerdos y 2 ml para cerdas mediante inyeccion intramuscular, y / o
- en una sola dosis.

13. Un producto de vacuna, que comprende en recipientes separados una composicion liofilizada segun una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, y un disolvente para reconstitucion, y opcionalmente que contiene ademas
un prospecto o etiqueta que comprende instrucciones de uso.

14. El producto de vacuna de la reivindicacién 13, en el que

- el disolvente se selecciona del grupo que consiste en agua, solucion salina fisiologica, o tampdn, o un disolvente
adyuvante, y/o

- en el que el disolvente contiene un adyuvante.

15. Una composicion proteica que comprende

- una proteina que tiene la secuencia de SEQ ID NO: 7,
o}

- las proteinas que tienen las secuencias de SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID
NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8 y SEQ ID NO: 9.

16. Un acido nucleico aislado que comprende
- la secuencia de SEQ ID NO: 24,
o

- las secuencias de SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21; SEQ ID NO: 22; SEQ ID NO: 23; SEQ ID NO:
24; SEQ ID NO: 25; y SEQ ID NO: 26.

17. Un vector de expresion recombinante que comprende una secuencia de acido nucleico que codifica
(i) el ORF de PRRSV de la SEQ ID NO: 7 operativamente unido a un promotor,
o]

(ii) los ORF PRRSV de la SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO:
7, SEQ ID NO: 8, y SEQ ID NO: 9 operativamente unido a un promotor.

18. El vector de expresion recombinante de la reivindicacion 17, en el que
(i) dicha secuencia de acido nucleico que codifica dicho ORF es la SEQ ID NO: 24,
o

(i) dicha secuencia de acido nucleico que codifica dichos ORF comprende la SEQ ID NO: 19; SEQ ID NO: 20; SEQ
ID NO: 21; SEQ ID NO: 22; SEQ ID NO: 23; SEQ ID NO: 24; SEQ ID NO: 25; y SEQ ID NO: 26.
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FIG 2

Temperatura Rectal
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FIG 3

Aumento de peso diario promedio
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FIG 4

Viremia del PRRS
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FIG&
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FIG 7TA

Puntuacion de lesion pulmonary media
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FIG 7B
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FIG 8

Resultados de PCR-RT en tiempo real
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FIG9
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