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DESCRIPCION
Parvovirus porcino

La presente invencién se refiere a una vacuna basada en una proteina de un parvovirus porcino. La invencién
también se refiere a una prueba de diagndstico para la deteccion del virus.

En las ultimas décadas, en todo el mundo se observa un fuerte aumento en el consumo de carne de cerdo. Como
consecuencia, se observa un aumento en el numero y el tamafio de las granjas, con el fin de satisfacer las
crecientes necesidades del mercado. Como se sabe por la cria de animales en general, un gran niumero de animales
que viven juntos son vulnerables a todo tipo de enfermedades, incluso enfermedades apenas conocidas o vistas o
incluso desconocidas antes de los dias de la agricultura comercial a gran escala.

Una de las enfermedades en los cerdos que se conoce desde hace mas de 60 afos es el sindrome hemorragico
intestinal (SHI). Esta enfermedad se conoce como sindrome debido al hecho de que la causa de la enfermedad no
esta clara y la consistencia de los diversos signos clinicos no siempre esta completamente clara.

El SHI es una enfermedad que ocurre en epidemias infrecuentes y explosivas. Los cerdos de rapido crecimiento de
4-6 meses de vida se ven afectados principalmente. En la mayoria de los casos, la enfermedad se observa en
cerdos de engorde. Los cerdos mueren repentinamente sin evidencias de diarrea, aunque el grado de mortalidad
varia "™, Los datos de autopsias suizas, basados en mas de 16000 cerdos, mostraron una incidencia de SHI del
2,66 %. En Estados Unidos, se ha documentado que el SHI causa el 0,5 % - 7 % de todas las muertes durante la
fase de crecimiento-finalizacion ©.

El sindrome hemorragico del intestino no debe verse como una enfermedad Unica con una sola causa.

El sintoma mas prominente del SHI son las hemorragias intestinales, a menudo acompafiadas de vélvulo intestinal
(torsiones del intestino). Sin embargo, estos sintomas también son una indicaciéon de Ulceras gastricas e ileitis, lo
que complica el diagnéstico del SHI. Puede darse una rotacion de todo el intestino, lo que provoca que la sangre se
acumule y se estanque. El vélvulo intestinal puede observarse en hasta el 80 % de los casos de SHI"™. Otros
sintomas frecuentes de la enfermedad son las paredes intestinales delgadas y el liquido sanguinolento en los
intestinos.

La etiologia precisa del SHI no esta clara. Tal como se ha indicado anteriormente, en lugar de tener una sola causa,
La etiologia del sindrome es probablemente multifactorial. El estrés, varios aspectos ambientales y de gestion
pueden desempefiar un papel. Los factores de predisposicion pueden incluir ejercicio vigoroso, la manipulacion, las
peleas, el apilamiento o la alimentacion irregular. No hay evidencia concluyente de que un agente infeccioso
(bacteriano o virico) pueda causar SHIM), aunque Clostridium sp. y E. coli se han aislado de animales que padecen
SHI. Los intentos de reproducir la enfermedad administrando contenido intestinal filtrado de animales que padecen
SHI, por via intravenosa u oral, a animales sanos fracasaron. Los intentos de reproducir la enfermedad por
inoculacion oral de E. coliy Clostridium perfringens tipo A aislados de cerdos infectados igualmente fracasaron.

Por otro lado, se sabe que la frecuencia de la enfermedad se puede reducir en cierta medida mediante la
administracion de antibiéticos en el alimento. Esto fortalece la idea de que la enfermedad es de hecho multifactorial:
un efecto combinado de, por ejemplo, estrés y uno o mas patégenos.

Es un objetivo de la presente invencién proporcionar una vacuna para combatir el parvovirus porcino asociado al
SHI. Ademas, es un objetivo de la presente invenciéon proporcionar medios para detectar e identificar el agente
infeccioso asociado a la enfermedad.

Recientemente, los cerdos diagnosticados de SHI fueron recolectados de varias granjas durante una epidemia de la
enfermedad en Meéxico. Los cerdos afectados no tenian sintomas previos de enfermedad y murieron
repentinamente, entre 2 y 6 horas después de los primeros sintomas de la enfermedad.

En la necropsia, los cerdos presentaron anomalias en el intestino delgado, entre otros, sintomas hemorragicos, una
pared intestinal delgada y fluidos con sangre en los intestinos. No se encontraron anomalias en otros érganos, a
excepcion de las observaciones de ganglios linfaticos rojos, agrandados e hinchados. La enfermedad se confirmé
como SHI.

Se analizaron muestras de cerdos afectados necropsiados de varias granjas para detectar la presencia de virus v,
sorprendentemente, se descubrié un nuevo virus en el 76 % de los animales. El hecho de que el virus no se
detectase en todos los animales puede tener que ver con la cantidad de tiempo transcurrido entre la muerte de los
animales y el momento en que fueron sometidos a la seccién post mortem. Esto se puede concluir, entre otras
cosas, del hecho de que las cantidades de virus encontradas por animal variaron en gran medida. Los inventores
contemplan que en los cerdos en los que el virus aparentemente esta ausente, esto probablemente se deba al hecho
de que la cantidad de virus presente estaba en esos cerdos por debajo del nivel de deteccién en el momento del
analisis. Ademas, el sitio de inicio de replicacion del virus no se conoce para este nuevo virus y, por lo tanto, el sitio
primario de replicacion del virus después de la infeccidon puede no haber sido muestreado.
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Dado que el nuevo virus se detect6 en estos cerdos diagnosticados con SHI, el virus se denominara ademas virus
asociado a SHI. El sindrome hemorragico de intestino ahora se puede caracterizar por la presencia del nuevo virus
en algun momento durante la enfermedad en 6rganos de animales que padecen SHI, en combinaciéon con los
siguientes sintomas clinicos: hemorragias intestinales, a menudo acompafadas de vodlvulo intestinal, paredes
intestinales delgadas y liquidos sanguinolentos en los intestinos.

La secuencia del genoma virico se analizé y revel6 que el nuevo virus tiene algo, aunque un nivel relativamente bajo
de semejanza con un género recientemente identificado de la subfamilia Parvovirinae dentro de Parvoviridae. Los
parvovirus son virus de ADN monocatenario lineal no segmentado, con un tamafo promedio del genoma de 5000
nucledtidos y un tamario en el intervalo de 18-26 nm de diametro.

La secuencia de ADN casi completa de un representante del nuevo parvovirus porcino se presenta en la SEQ ID
NO: 10.

El nuevo virus comprende dos grandes marcos de lectura abierta (ORF): el ORF1 que codifica la proteina no
estructural 1 (NS1) que consta de 662 aminoacidos se encuentra en la posicion 0134-2122 de la SEQ ID NO: 10 y
ORF2 que codifica la proteina de la capside (CP) que consta de 1189 aminoacidos se encuentra en la posicion
2130-5699 de la SEQ ID NO: 10.

Un ejemplo de la secuencia de ADN del ORF2, el gen que codifica la proteina de la capside, se representa en la
SEQ ID NO: 1. La SEQ ID NO: 2 representa la secuencia de aminoacidos de la proteina de la capside.
Un ejemplo de la secuencia de ADN del ORF1 que codifica la proteina no estructural NS1 se representa en la SEQ
ID NO: 3. La SEQ ID NO: 4 representa la secuencia de aminoacidos de la proteina no estructural NS1.

La subfamilia de Parvovirinae comprende actualmente 7 géneros (19),

1) virus similar a PARV4

2) Erythrovirus

3) Bocavirus

4) Dependovirus

5) Amdovirus

6) Parvovirus

7) Un clado de parvo recientemente propuesto

En este momento, se han identificado seis parvovirus diferentes que infectan a los cerdos:

a) Parvovirus porcino clasico tipo 1 (PPV1), un miembro del género Parvovirus

b) Parvovirus porcino tipo 2 (PPV2), un miembro del género tipo virus PARV4

c) Parvovirus porcino tipo 3 (PPV3, también conocido como PARV4 porcino, hokovirus o partetravirus), también
es miembro del género similar al virus PARV4

d) parvovirus porcino tipo 4 (PPV4), miembro del clado recientemente propuesto

€) parvovirus porcino tipo 5 (PPV5), también miembro del clado recientemente propuesto

f) bocavirus porcino (PBoV), un miembro del género Bocavirus

Se sabe que PPV1 es el agente causal de SMEDI, un sindrome relacionado con la muerte fetal, momificacion,
muerte embrionaria e infertilidad. “*

No se sabe que PPV2 cause enfermedad como tal, Pero se sugiere que sea un cofactor en el desarrollo de la
enfermedad asociada al circovirus porcino (PCVAD) ©7.

PPV3 tampoco se sabe que cause la enfermedad como tal, pero Posiblemente también sea un cofactor en el
desarrollo de la enfermedad asociada al circovirus porcino (PCVAD) &',

PPV4 se aisl6 originalmente del tejido pulmonar de los cerdos. El tejido parecia estar coinfectado con circovirus
porcino. No se sabe que causa enfermedad y tampoco se ha asociado de manera convincente con una enfermedad
causada por otro patégeno (12-14)

Tampoco se sabe que PPV5 cause sintomas o lesiones y no esta asociado con una enfermedad causada por otro
patogeno °19),

El bocavirus porcino es un tipo relativamente nuevo de parvovirus porcino para el que la importancia clinica y la
epidemiologia aun no han sido exploradas an,

Las secuencias de aminoacidos de ORF1 y ORF2 del nuevo virus se usaron para hacer arboles filogenéticos
basados en el método de maxima verosimilitud, el modelo de correccién de Poisson y el andlisis bootstrap (500
repeticiones).

Estos arboles se hicieron usando el programa MEGA, versiéon 5, utilizando la configuracion estandar. (MEGAS:
Molecular Evolutionary Genetics Analysis Using Maximum Likelihood, Evolutionary Distance, and Maximum
Parsimony Methods. Koichiro Tamura, Daniel Peterson, Nicholas Peterson, Glen Stecher, Masatoshi Nei y Sudhir
Kumar. Mol. Biol. Evol. 28(10): 2731-2739. 2011 doi: 10.1093/molbev/msr121 Publicacién de acceso anticipado 4 de
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mayo de 2011).

El arbol filogenético de ORF1 se presenta en la figura 1, el de ORF2 en la figura 2. El porcentaje de soporte de
bootstrap se especifica en los nodos. Las barras de distancia indican el nimero de sustituciones de nucledétidos por
sitio.

Como se desprende de estos arboles filogenéticos, el nuevo parvovirus porcino estd mas relacionado con el
parvovirus porcino 5 (PPV5) y el parvovirus porcino 4 (PPV4) que con el PPV1, 2 o 3, o los Bocavirus. Se descubrié
que tanto la secuencia de codificacion NS1 como la secuencia de codificacién de la proteina de la capside muestran
un cierto ajuste en esa parte del arbol filogenético de Parvovirinae que también comprende los virus no relacionados
PPV4 y PPV5.

Por esta razon, los inventores decidieron colocar tentativamente el nuevo virus en el grupo de los virus del nuevo
clado. Sin embargo, la identidad de secuencia con los parvovirus porcinos existentes, incluso dentro del grupo de los
virus del nuevo clado, es relativamente baja. Por esta razon, incluso es concebible que el nuevo virus pertenezca a
un nuevo género dentro de la familia Parvovirinae.

Las SEQ ID NO: 1 y 3 muestran ejemplos tipicos de la secuencia de nucleétidos de los genes que codifican la
proteina de la capside y la proteina no estructural NS1 del virus.

Se entendera que para estas proteinas pueden existir variaciones naturales entre representantes individuales del
virus asociado al SHI. Existen variaciones genéticas que llevan a cambios menores en, por ejemplo, la secuencia de
la proteina de la capside. Esto es igualmente cierto para el gen NS1. En primer lugar, existe el llamado "bamboleo
en la segunda y tercera base" que explica que pueden ocurrir cambios de nucleétidos que pasan desapercibidos en
la secuencia de aminoacidos que codifican: por ejemplo, todos los tripletes TTA, TTG TCA, TCT, TCG y TCC
codifican leucina. Ademas, pueden verse pequefias variaciones entre los representantes del nuevo parvovirus
porcino en la secuencia de aminoacidos. Estas variaciones pueden reflejarse por (una) diferencia(s) de aminoacidos
en la secuencia general o por deleciones, sustituciones, inserciones, inversiones o adiciones de (un) aminoacido(s)
en dicha secuencia. Las sustituciones de aminoacidos que no alteran esencialmente las actividades bioldgicas e
inmunolégicas, se han descrito, por ejemplo, por Neurath et al en "The Proteins" Academic Press Nueva York
(1979). Las sustituciones de aminoacidos entre aminoacidos relacionados o las sustituciones que han tenido lugar
con frecuencia en la evolucion son, entre otros, Ser/Ala, Ser/Gly, Asp/Gly, Asp/Asn, lle/Val (véase Dayhof, M.D.,
Atlas of protein sequence and structure, Nat. Biomed. Res. Found., Washington D.C., 1978, vol. 5, supl. 3). Otras
sustituciones de aminoacidos incluyen Asp/Glu, Thr/Ser, Ala/Gly, Ala/Thr, Ser/Asn, Ala/Val, Thr/Phe, Ala/Pro,
Lys/Arg, Leu/lle, Leu/Val y Ala/Glu. Basandose en esta informacion, Lipman y Pearson desarrollaron un método para
la comparacion rapida y sensible de proteinas (Science 227, 1435-1441, 1985) y para determinar la similitud
funcional entre proteinas homologas. Dichas sustituciones de aminoacidos de las realizaciones a modo de ejemplo
de la presente invencioén estan dentro del alcance de la invencion.

Esto explica por qué la proteina de la capside y la proteina no estructural NS1, cuando se aisla de diferentes
representantes de un parvovirus porcino, pueden tener niveles de homologia significativamente inferiores al 100 %,
mientras sigue representando la proteina de la capside y la proteina no estructural NS1 del parvovirus porcino. Esto
se refleja claramente, por ejemplo, en el arbol filogenético en la figura 1 de un articulo de Xiao et al.®) donde se
muestra que incluso dentro de un solo género, el género de virus similar a PARV4 que consiste en parvovirus
altamente relacionados tiene sin embargo secuencias de nucledtidos gendmicas globales significativamente
diferentes, asi como secuencias de nucleotidos del gen NS1 significativamente diferentes.

Por lo tanto, se describe el virus, entre otros, como un virus aislado que es miembro de la subfamilia Parvovirinae de
la familia de los Parvoviridae, siendo dicho virus

a) un virus asociado al SHI y

b) el virus tiene un genoma virico que comprende un gen que codifica una proteina de la capside (CP), en donde
la secuencia de nucledtidos del gen de CP tiene un nivel de identidad de al menos el 80 % con respecto a la
secuencia de nucleétidos como se representa en la SEQ ID NO: 1.

Para los fines de la presente descripcion, un nivel de identidad debe entenderse como el nivel de identidad de la
secuencia de SEQ ID NO: 1 y la regidon correspondiente que codifica la proteina de la capside de un parvovirus
porcino del cual debe determinarse el nivel de identidad.

Un programa adecuado para la determinacion de un nivel de identidad es el programa blast de nucledtidos (blastn)
de la herramienta de busqueda de alineacion local basica del NCBI, utilizando la opcién "Alinear dos o mas
secuencias" y la configuracion estandar (http: //blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

A efectos de la presente invencion, aislado significa: liberado del tejido con el que el virus esta asociado en la
naturaleza. Un ejemplo de un virus aislado es el virus presente en el cultivo celular.

Por el presente documento, se describe un virus que tiene un gen de la proteina de la capside que tiene un nivel de
identidad de al menos el 82 %, mas preferentemente el 84 %, 86 %, 88 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %,
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96 %, 97 %, 98 %, 99 % o incluso el 100 %, en ese orden de preferencia, con la secuencia de nucledtidos de la
proteina de la capside tal como se representa en la SEQ ID NO: 1.

Una forma alternativa de describir el virus se relaciona con la secuencia del gen NS1 del virus.

La SEQ ID NO: 3 muestra un ejemplo tipico de la secuencia de nucleétidos del gen NS1 del virus. Como se ha
explicado anteriormente, sin embargo, se encuentran variaciones naturales que llevan a cambios menores en la
secuencia de NS1.

Por lo tanto, el virus también se puede describir como un virus aislado que es miembro de la subfamilia Parvovirinae
de la familia de los Parvoviridae, siendo dicho virus

a) un virus asociado al SHI y

b) el virus tiene un genoma virico que comprende un gen que codifica una proteina no estructural 1 (NS1), en el
que la secuencia de nucleotidos del gen NS1 tiene un nivel de identidad de al menos el 80 % de la secuencia de
nucleétidos como se representa en la SEQ ID NO: 3.

También se describe un virus que tiene un gen NS1 que tiene un nivel de identidad de al menos el 82 %, mas
preferentemente el 84 %, 86 %, 88 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o incluso el
100 %, en ese orden de preferencia, con la secuencia de nucledtidos del gen NS1 tal como se representa en la SEQ
ID NO: 3.

Por lo tanto, en resumen, el virus es un virus aislado que es miembro de la subfamilia Parvovirinae de la familia de
los Parvoviridae, siendo dicho virus

a) un virus asociado al SHI y

b) el virus tiene un genoma virico que comprende un gen que codifica una proteina de la capside (CP) y un gen
que codifica una proteina no estructural 1 (NS1), en donde la secuencia de nucleétidos del gen de la CP tiene un
nivel de identidad de al menos el 80 % con la secuencia de nucledtidos como se representa en la SEQ ID NO: 1
o la secuencia de nucledtidos del gen NS1 tiene un nivel de identidad de al menos el 80 % con la secuencia de
nucledtidos tal como se representa en la SEQ ID NO: 3.

También se describe un virus aislado que es miembro de la subfamilia Parvovirinae de la familia de los Parvoviridae,
siendo dicho virus

a) un virus asociado al SHI y

b) el virus tiene un genoma virico que comprende un gen que codifica una proteina de la capside (CP) y un gen
que codifica una proteina no estructural 1 (NS1), en donde la secuencia de nucleétidos del gen de la CP tiene un
nivel de identidad de al menos el 80 % con la secuencia de nucledtidos como se representa en la SEQ ID NO: 1
y la secuencia de nucledtidos del gen NS1 tiene un nivel de identidad de al menos el 80 % con respecto a la
secuencia de nucleotidos tal como se representa en la SEQ ID NO: 3.

Otra forma alternativa mas de caracterizar el virus depende de una prueba de PCR utilizando conjuntos de
cebadores especificos para la secuencia del gen de la proteina de la capside o la secuencia del gen NS1 de un
virus. Se eligieron dos conjuntos de cebadores diferentes de los cuales la secuencia se representa en las SEQ ID
NO: 5-6 y SEQ ID NO: 7-8 por su especificidad para el virus. La prueba de PCR que usa el primer conjunto de
cebadores (SEQ ID NO: 5-6) que reacciona especificamente con el gen de la proteina de la capside del virus usa los
dos cebadores Bowl_Q_ORF2_FW: CTACATCTGCGCCTGAC y Bowl_Q_ORF2_REV:
GTGGTGAGAAGGCAAGAC,

Para experimentos con PCR cuantitativa (Q), la sonda de PCR Bowl Q ORF2 _PROBE: 6FAM-
CACGAGCTAGAGCGT- GCTAAACAG-BHQ1 como se representa en la SEQ ID NO.: 9 se usa ademas de estos
dos cebadores.

La prueba de PCR que usa el segundo conjunto de cebadores (SEQ ID NO: 7-8) reacciona especificamente con el
gen NS1 del virus y usa los dos cebadores Bowl ORF1_774 F: TGTTGAGTGTGGTGGATTGG vy
Bowl_ORF1_1626_R: AAG- GAAGCTGGACCGAGAG.

Las pruebas, que se describen con mas detalle en la seccion de Ejemplos, son pruebas de PCR estandar.

Si un miembro de la subfamilia Parvovirinae dentro de Parvoviridae se analiza utilizando los conjuntos de cebadores
descritos anteriormente, se puede decir lo siguiente: si un analisis del producto de PCR del primer conjunto de
cebadores revela un producto de PCR de aproximadamente 140 pares de bases o si el analisis del producto de PCR
del segundo conjunto de cebadores revela un producto de PCR de aproximadamente 853 pares de bases, esto
demuestra inequivocamente que el virus analizado pertenece al virus que se describe en el presente documento.

Simplemente como un ejemplo: un producto de PCR de aproximadamente 853 pares de bases es un producto de
PCR con una longitud de entre 853 + 10 y 853 -10 pares de bases. Un producto de PCR de aproximadamente 140
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pares de bases es un producto de PCR con una longitud de entre 140 + 10 y 140 - 10 pares de bases.

También se describe un virus aislado que es miembro de la subfamilia Parvovirinae dentro de Parvoviridae, en
donde:

a) el virus es un virus asociado al SHI y

b) el ADN gendémico virico reacciona en una reaccion de PCR con un conjunto de cebadores tal como se muestra
en la SEQ ID NO: 5y 6 para dar un producto de PCR de 140 +/- 10 pares de bases o reacciona en una reaccion
de PCR con un conjunto de cebadores como se representa en la SEQ ID NO: 7 y 8 para dar un producto de PCR
de 853 +/- 10 pares de bases.

También se describe un virus en el que el ADN gendmico virico reacciona en una reaccion de PCR con un conjunto
de cebadores como se representa en las SEQ ID NO: 5 y 6 para dar un producto de PCR de 140 +/- 10 pares de
bases y reacciona en una reaccion de PCR con un conjunto de cebadores tal como se representa en las SEQ ID
NO: 7 y 8 para dar un producto de PCR de 853 +/- 10 pares de bases.

También se describe un virus en el que el virus tiene un genoma virico que comprende un gen que codifica una
proteina de la capside (CP) y un gen que codifica una proteina no estructural 1 (NS 1), en el que la secuencia de
nucleotidos del gen de la CP tiene un nivel de identidad de al menos el 80 % con la secuencia de nucledtidos tal
como se representa en la SEC ID NO: 1 o la secuencia de nucledtidos del gen NS1 tiene un nivel de identidad de al
menos el 80 % con la secuencia de nucleétidos tal como se representa en la SEQ ID NO: 3 y en donde el ADN
gendmico virico reacciona en una reaccion de PCR con un conjunto de cebadores tal como se muestra en la SEQ ID
NO: 5y 6 para dar un producto de PCR de 140 +/- 10 pares de bases y reacciona en una reaccion de PCR con un
conjunto de cebadores como se representa en la SEQ ID NO: 7 y 8 para dar un producto de PCR de 853 +/- 10
pares de bases.

El virus puede estar en forma viva, atenuada o inactivada.

Tal como se ha indicado anteriormente, ahora se han caracterizado las secuencias de ADN de los genes que
codifican la CP y la NS1 del virus. La identificacion de estos genes es muy util, dado que ahora se puede usar, entre
otros, como base para vacunas de ADN, para su uso en la preparacion de vacunas de subunidades basandose en
estas proteinas o con fines de diagnéstico, tal como se explicara ampliamente a continuacion.

Se describe un fragmento de ADN que comprende un gen que codifica una proteina de la capside, caracterizado
porque ese gen tiene un nivel de identidad de al menos el 80 % con la secuencia de nucledtidos del gen de la CP tal
como se representa en la SEQ ID NO: 1.

Tal fragmento de ADN puede comprender un gen que tiene un nivel de identidad de al menos el 82 %, mas
preferentemente el 84 %, 86 %, 88 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o incluso el
100 %, en ese orden de preferencia, con la secuencia de nucleétidos de la CP tal como se representa en la SEQ ID
NO: 1.

Se describe un fragmento de ADN que comprende un gen que codifica una NS1 en donde el gen tiene un nivel de
identidad de al menos el 80 % con respecto a la secuencia de nucledtidos del gen NS1 tal como se representa en la
SEQ ID NO: 3.

Tal fragmento de ADN puede comprender un gen que tiene un nivel de identidad de al menos el 82 %, mas
preferentemente el 84 %, 86 %, 88 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o incluso el
100 %, en ese orden de preferencia, con la secuencia de nucleétidos del NS1 tal como se representa en la SEQ ID
NO: 3.

También se describe una CP en donde esta CP esta codificada por un fragmento de ADN que codifica una CP.
Tales CP del virus son muy adecuadas porque son adecuadas para su uso en vacunas, mas especificamente en
vacunas de subunidades, se pueden usar para generar anticuerpos y hacen posibles las pruebas de diagnéstico, tal
como se explica a continuacion.

Se describe una CP que tiene la secuencia de aminoacidos tal como se representa en la SEQ ID NO: 2.

También se describe una NS 1, en donde la NS 1 esta codificada por un fragmento de ADN que codifica una NS 1.

Tales NS1 del virus son altamente adecuadas, entre otras cosas porque hacen posibles las pruebas de diagndstico,
tal como se explica a continuacion.

se describe una NS1 que tiene la secuencia de aminoacidos tal como se representa en la SEQ ID NO: 4.
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Uno de los méritos de la presente invencion es que ahora es posible por primera vez seguir el trascurso de una
infeccion virica y analizar la presencia o ausencia del nuevo virus en los diversos 6rganos y fluidos corporales de los
cerdos que padecen SHI. Esto ayudo a obtener mas informacioén sobre el desarrollo de la enfermedad.

Se sabe que en las semanas o incluso dias antes de que un cerdo individual muestre sintomas clinicos completos
del SHI, no se encuentran anomalias. El tiempo promedio entre los primeros sintomas y la muerte de los animales
es de aproximadamente 2-6 horas. Poco antes de la muerte, los animales parecen sufrir distension abdominal y
algunos de ellos gritan antes de morir. Los animales en las granjas que desarrollaron signos clinicos fueron
sacrificados antes de morir de la enfermedad.

En las diversas granjas mexicanas de las que se recolectaron cerdos con SHI, la incidencia del SHI varié entre el 1-2
%.

Se analizé un total de 33 animales diagnosticados con SHI sacrificados recolectados de diferentes granjas, un grupo
de 17 semanas de edad entre 18-27 semanas (Ejemplo 1) y un grupo de 16 semanas de edad entre 12-26 semanas
(Ejemplo 2). Las reacciones de PCR con los conjuntos de cebadores tal como se describieron anteriormente
revelaron que en el grupo 1, 5 de 14 sueros (faltaban 3 sueros de la coleccion) resultaron positivos para el virus y un
frotis rectal resultod positivo. Un total de 8 muestras de sangre completas resultaron ser positivas, y 12 de 15 ganglios
linfaticos resultaron ser positivos. En el grupo 2, 5 de 16 sueros fueron positivos para el virus y un frotis rectal fue
positivo. A partir de un animal representativo de cada grupo (animal 2, grupo 1, animal 10, grupo 2), se analizo la
presencia del virus en los o6rganos. Se descubrié que todos los drganos muestreados, incluidos los ganglios
linfaticos, el pulmén, el bazo, el intestino, el rifidn y el higado, asi como las heces dieron positivo para el virus.

Se describe para infectar cerdos sanos con el nuevo virus y para examinar la via de la infeccién virica. Con este
objetivo, el material de los 6rganos y las heces de los animales con SHI se homogeneizaron en medio de cultivo
tisular. Los homogeneizados se congelaron y descongelaron una vez (-70 °C), se centrifugaron y se filtraron en filtros
de 5 uym, 0,45 ymy 0,22 pym para eliminar el material tisular restante.

Se hizo un in6culo A del siguiente material de un animal representativo: heces, ganglios linfaticos, pulmén, bazo e
intestino del animal 10 del grupo 2.

Se hizo un in6culo B del siguiente material de otro animal representativo: heces, ganglios linfaticos, pulmon, rifidén e
higado del animal 2 del grupo 1. Los detalles completos de estos experimentos se dan en la secciéon de Ejemplos a
continuacion (Ejemplo 3).

Los inéculos (A o B) se administraron como una dosis IM de 4 x 2 ml y una dosis oral de 20 ml a un total de 4
verracos y 8 cerdas (Landrace / alto estado de salud / SPF) de 12-14 semanas de vida a tiempo de inoculacion de la
siguiente manera:

Grupo 1: cinco animales, de los cuales tres animales recibieron el inéculo A, dos sirvieron como controles de
contacto.

Grupo 2: cuatro animales, de los cuales tres animales recibieron el in6culo B, uno sirvi6 como control de
contacto.

Grupo 3: tres animales, todos los cuales recibieron inéculo B. Un animal (macho) fue sacrificado antes de la
inoculacion y sirvié como control negativo. Los animales fueron examinados para detectar la presencia del nuevo
virus en suero, heces, frotis nasales y frotis oculares antes de la inoculacion.

Se tomaron muestras de sangre, frotis nasal/rectal/ocular en varios puntos temporales. Los detalles completos de los
experimentos con animales se dan en la seccion de Ejemplos a continuacion.

Se descubrié que en 6 de los 6 animales inoculados, el virus podia detectarse en el suero y en frotis rectal, nasal y
ocular a los 7 dias después de la inoculacién. En los 3 animales no inoculados, los controles, el virus pudo
detectarse en el suero 14 dias después de la inoculacién de los otros animales. Los frotis rectales/nasales y oculares
de todos los animales de control fueron positivos en el dia 7 después de la inoculacion (Ejemplo 3, grupos 1,2). En 3
de 3 sueros de animales inoculados el dia 3 después de la inoculacion, se detecto el virus (Ejemplo 3, grupo 3).

Por lo tanto, aunque es cierto que se informa de que la incidencia del SHI es relativamente baja, dada la naturaleza
altamente contagiosa del virus en combinacion con su alta velocidad de infeccién, cabe esperar que, con mucho, la
mayoria, si no en todos, los cerdos en granjas donde se produce el SHI experimentaran una infeccién con el virus.
Por lo tanto, es muy recomendable vacunar a todos los animales en granjas donde se produce el SHI, contra la
infeccion con el parvovirus porcino asociado al SHI. Dicha vacunacion erradicaria al menos un componente virico del
sindrome multifactorial. Y esto a su vez evitaria o al menos disminuiria la gravedad de la enfermedad.

También es uno de los méritos de la presente invencién que, dado que el nuevo parvovirus porcino ahora se ha
aislado y asociado con el SHI, la subunidad protectora del virus puede utilizarse como material de partida para fines
de vacunacion.

Por lo tanto, también se describen vacunas para combatir el SHI en cerdos, en donde tales vacunas comprenden el
virus y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Los ejemplos de vehiculos farmacéuticamente aceptables que son adecuados para su uso en una vacuna segun la
invencion son agua estéril, solucion salina, tampones acuosos tales como PBS y similares. Ademas, una vacuna
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segun la invencion puede comprender otros aditivos tales como adyuvantes, estabilizantes, antioxidantes y otros, tal
como se describe a continuacion.

La lucha a este respecto debe interpretarse en un sentido amplio: se considera que la lucha contra el SHI
comprende la vacunacion para prevenir los sintomas de la enfermedad, asi como la vacunacién para disminuir los
sintomas de la enfermedad tal como se describe anteriormente.

La vacunacion terapéutica una vez que se diagnostica el virus en un animal infectado que aun no padece el
sindrome es, por supuesto, igualmente eficaz. La vacunacion terapéutica después de que se diagnostique el
sindrome pareceria no eficaz, dado el muy corto tiempo entre los primeros sintomas clinicos y la muerte.

Una vacuna tal como se describe puede comprender el virus en forma viva atenuada o inactivada.

Las vacunas de virus vivos atenuados, es decir, las vacunas que comprenden el virus en una forma viva atenuada,
tienen la ventaja sobre las vacunas inactivadas de que imitan mejor la forma natural de infeccion. Ademas, sus
capacidades de replicacion permiten la vacunacién con bajas cantidades de virus; su numero aumentara
automaticamente hasta que alcance el nivel de activacién del sistema inmunitario. A partir de ese momento, el
sistema inmunitario se activara y finalmente eliminara los virus.

Un virus vivo atenuado es un virus que tiene un nivel de virulencia reducido en comparacién con el virus aislado del
campo. Un virus que tiene un nivel de virulencia reducido se considera un virus que, incluso en combinacién con
otros factores involucrados en el SHI, no induce mortalidad en los cerdos.

Por lo tanto, se describe una vacuna que comprende un virus en el que dicho virus esta en una forma viva atenuada.

Los virus atenuados pueden obtenerse, por ejemplo, haciendo crecer los virus en presencia de un agente
mutagénico, seguido de una seleccion de virus que muestra una disminucion en el nivel de progenie y/o en la
velocidad de replicacion. Muchos de estos agentes se conocen en la materia.

Otro método muy utilizado es el traspaso seriado in vitro. Los virus luego se adaptan a la linea celular utilizada para
el traspaso seriado, para que se comporten atenuados cuando se transfieran al hospedador natural nuevamente
como una vacuna. Otra forma mas de obtener virus atenuados es someterlos al crecimiento a temperaturas que se
desvian de la temperatura de su habitat natural. Los métodos de seleccién para mutantes sensibles a la temperatura
(mutantes Ts) son bien conocidos en la técnica. Dichos métodos comprenden el crecimiento de virus en presencia
de un mutageno seguido de crecimiento a una temperatura subdptima y a la temperatura éptima, la titulacion del
virus de la progenie en las capas celulares y seleccion visual de aquellas placas que crecen mas lentamente a la
temperatura 6ptima. Dichas placas pequefias comprenden virus vivos atenuados de crecimiento lento y, por lo tanto,
deseados.

Se han descrito vacunas vivas atenuadas para combatir el parvovirus porcino tipo PPV, entre otros, por Paul y
Mengeling @2) por Paul y Mengeling ®3) y por Fujisaki y Murakami ®4),

Sin embargo, una posible desventaja del uso de virus vivos atenuados podria ser que inherentemente queda un
cierto nivel de virulencia. Esto no es una desventaja real siempre que el nivel de virulencia sea aceptable, es decir,
mientras la vacuna al menos evite que los cerdos mueran. Por supuesto, cuanto menor es la virulencia en reposo de
la vacuna de virus vivo atenuado, menos influencia tiene la vacuna sobre el aumento de peso durante/después de la
vacunacion.

Las vacunas inactivadas son, en contraste con sus homélogos de vivos atenuados, inherentemente seguras, porque
no queda virulencia. A pesar de que generalmente comprenden una dosis algo mas alta de virus en comparacion
con las vacunas de virus vivos atenuados, pueden ser, por ejemplo, la forma preferida de vacuna en cerdos que ya
padecen otras enfermedades. Cerdos que se mantienen en condiciones subodptimas, tales como una nutricion
incompleta o un enjaulado subdptimo también se beneficiarian de las vacunas inactivadas.

Por lo tanto, también se describe una vacuna que comprende un virus en el que dicho virus esta en forma inactiva.

Se sabe que los parvovirus inactivados enteros en general, ya sea parvovirus porcinos o caninos, son una base muy
eficaz y segura para las vacunas. Simplemente como un ejemplo: MSD AH (Boxmeer, Paises Bajos) produce una
vacuna PPV de tipo parvovirus porcino inactivado disponible comercialmente: Porcilis Parvo. Hipra (Espafia) también
produce una vacuna PPV de tipo parvovirus porcino inactivado disponible comercialmente: PARVOSUIN® MR/AD.
Zoetis produce una vacuna de parvovirus canino inactivado: PARVAC y una vacuna de parvovirus porcino inactivado
de tipo PPV: Porcine PARVAC. Novartis proporciona métodos para la inactivaciéon de parvovirus en la patente de
EE.UU. US4193991.

Dichas vacunas de virus completos inactivados pueden prepararse igualmente para el nuevo parvovirus porcino.
Como es el caso de las vacunas contra el parvovirus conocidas, la produccién comprende basicamente las etapas
de desarrollar el nuevo parvovirus en células porcinas susceptibles, recolectar el virus, inactivar el virus y mezclar el
virus inactivado con un vehiculo farmacéuticamente aceptable. La forma estandar de inactivaciéon es un tratamiento
clasico con formaldehido. Otros métodos bien conocidos en la técnica para la inactivacion son la radiacién UV, la
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radiaciéon gamma, el tratamiento con etilenimina binaria, timerosal y similares. La persona experta sabe como aplicar
estos métodos. Preferentemente, el virus se inactiva con B-propiolactona, glutaraldehido, etilenimina o formaldehido.
No hace falta decir que también se describen en el presente documento otras formas de inactivar el virus.

Tal como se ha indicado anteriormente, el virus puede crecer en cultivo celular en células porcinas susceptibles o
lineas celulares.

Por lo tanto, también se describe un cultivo celular que comprende un parvovirus porcino asociado al SHI. Los
ejemplos de células y lineas celulares son SK6, PK15, células renales porcinas primarias o inmortalizadas,
macrofagos pulmonares alveolares porcinos primarios o inmortalizados.

Practicamente se ha determinado todo el genoma virico del nuevo parvovirus porcino y la secuencia de ADN de un
representante del nuevo virus se presenta en la SEQ ID NO: 10. Las repeticiones terminales invertidas (RTI) del
genoma no se presentan en el presente documento. Dado que los parvovirus, por definicion, pertenecen a los virus
mas pequefios conocidos, todo el ADN monocatenario que codifica el parvovirus se puede generar facilmente de
forma sintética. Por este motivo, el parvovirus se puede generar facilmente in vivo utilizando el ADN virico como
material de partida. Las repet|C|ones termlnales invertidas SRTI) del genoma de otro parvovirus conocido, tal como,
entre otros, el descrito por Qiu et al. ¢ y por Wang et al. ®se puede usar para completar el genoma virico tal como
se presenta en la SEQ ID NO: 10. Las RTI simplemente desempefian un papel en la replicacion del genoma virico y,
como tales, no son relevantes desde el punto de vista inmunolégico. Por lo tanto, con el fin de producir un virus, las
RTI son intercambiables.

La clonacion de ADN parvovirico de longitud completa en un plasmido tal como, por ejemplo, Bluescript Il SK, y la
generamon posterior de parvovirus completo a través de la transfeccién de células porcmas con un plasmido de
expresion que codifica el nuevo parvovirus porcino, entre otros, se describe por Qiu et al. ¢ y por Wang et al. 38)

Una linea celular permisiva como SK6, PK15, células renales porcinas primarias o inmortalizadas, los macrofagos
pulmonares alveolares porcinos primarios o inmortalizados serian la linea celular preferida para este propésito. No
obstante, si se desea, también se pueden usar lineas celulares no permisivas: el genoma del nuevo parvovirus se
gg)ede replicar en células no permisivas con la ayuda de genes de adenovirus tal como se describe por Guan et al.

Aunque los parvovirus inactivados completos proporcionan una buena base para las vacunas, su produccion puede
ser costosa, en funcion, entre otros, del tipo de células hospedadoras utilizadas, del sustrato y del medio de cultivo
celular utilizado. En el caso especifico de parvovirus, una alternativa atractiva para el uso de virus completos es el
uso de subunidades de CP de parvovirus, mas preferentemente, subunidades en forma de las llamadas capsides
vacias.

Dichas capsides vacias son basicamente particulas similares a virus que, sin embargo, no comprenden el genoma
parvovirico. Como consecuencia, las particulas de capside vacias parvoviricas no tienen que ser inactivadas antes
de su uso en una vacuna, y por lo tanto tienen la ventaja adicional de que son intrinsecamente seguras.

Las capsides vacias se pueden obtener por la simple expresiéon de ORF2 que codifica la proteina de la capside, en
un sistema de expresién adecuado. La proteina de la capside asi formada se autoensambla en particulas de virus
vacias.

Las capsides vacias parvoviricas se pueden preparar facilmente en grandes cantidades y son altamente
inmunogénicas.

Con mucho, la mayoria de los sistemas de expresion actualmente en uso para hacer capsides vacias parvoviricas
son sistemas de expresion basados en baculovirus.

Los métodos para la produccion de capsides vacias de parvovirus altamente inmunogénicas en sistemas de
expre3|on basados en baculowrus se han descrlto por ejemplo, para el parvovirus porcino tipo PPV por Martinez 8
Casal "9, Zhou et al. ¢ por Hao Feng ) Para otros parvovirus, tales métodos se han descrito, por ejemplo por
Saliki #? y por Brown ( . Ademas, los sistemas de expresion de baculovirus y los vectores de expre3|on de
baculovirus en general se han descrito ampliamente en libros de texto como O'Reilly et al. @) y Murhammer @

Los sistemas de expresion basados en baculovirus también estan disponibles comercialmente, por ejemplo, de
Invitrogen Corporation, 1600 Faraday Avenue, Carlsbad, California 92008, EE. UU.

Una alternativa para los sistemas de expresion basados en Baculovirus son los sistemas de expre3|on basados en
levaduras. Los sistemas de expresion en levadura estan descritos, por ejemplo, por Gellissen et al. {

Los sistemas de expresion listos para usar estan disponibles comercialmente de Research Corp. Technologies, 5210
East Williams Circle, Suite 240, Tucson, AZ 85711-4410 EE. UU. Los sistemas de expresion en células de levadura
e insecto también estan disponibles, por ejemplo, en Clontech Laboratories, Inc. 4030 Fabian Way, Palo Alto,
California 94303-4607, EE. UU.

Por supuesto, la expresion de la proteina de la capside también es posible en sistemas de expresion basados en
células de mamifero tal como se conoce en la técnica, pero estos sistemas probablemente serian mas caros de
usar, en comparacion con los sistemas de expresion basados en baculovirus.
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Asi, la invencion se refiere a una vacuna para combatir el parvovirus porcino asociado a SHI en cerdos,
caracterizado porque dicha vacuna comprende una cantidad inmunogénicamente eficaz de una proteina de la
capside y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Una forma preferida de esta realizacion se refiere a una vacuna para combatir el parvovirus porcino asociado al SHI
en cerdos, caracterizado porque dicha vacuna comprende una cantidad inmunogénicamente eficaz de una proteina
de la capside en forma de capsides vacias.

La cantidad de capsides vacias en una vacuna y la via de administracion serian comparables con las particulas de
virus enteros inactivados, ya que en términos de inmunogenicidad y similitud de la capside, son comparables a las
particulas de virus enteros inactivados.

Normalmente, una cantidad de entre 1 y 100 ug de las nuevas capsides vacias de parvovirus seria muy adecuada
como dosis de vacuna. Desde el punto de vista del coste, una cantidad preferida estaria en el intervalo de 1-50 ug
de capS|des vacias, mas preferentemente en el intervalo de 1-25 pg.

Casal " describe que tanto las dosis de parvovirus canino como la de parvovirus porcino tan bajas como 1-3 pg en
presencia de adyuvantes convencionales confieren proteccion total al hospedador correspondiente contra la
enfermedad.

Una vacuna segun la invencion basada en capsides vacias comprende preferentemente un adyuvante. Los
adyuvantes convencionales, bien conocidos en la materia son, por ejemplo, el adyuvante completo e incompleto de
Freund vitamina E polimeros de bloque no |on|cos dipéptidos de muramilo, QulII AR aceite mineral por ejemplo
Bayol o Markol®, aceite vegetal y Carbopol (un homopolimero) o D|Iuvac( Forte La vacuna también puede
comprender un denomlnado "vehiculo". Un vehiculo es un compuesto al que se adhiere el polipéptido, sin estar
covalentemente ligado a ello. Los compuestos de vehiculos usados con frecuencia son, por ejemplo, hidroxido de
aluminio, -fosfato u -6xido, silice, caolin y bentonita.

Casal "® uso con éxito el hidréxido de aluminio y Quill A en sus vacunas contra el parvovirus.

En principio, una vacuna segun la invencion puede administrarse solo una vez. Sin embargo, especialmente en el
caso de vacunas de capside vacias, preferentemente también se administra una primera y posiblemente una
segunda vacuna de refuerzo. Un primer refuerzo generalmente se administraria al menos dos semanas después de
la primera vacuna. Un momento muy adecuado para una vacuna de refuerzo es entre 3 y 16 semanas después de la
primera vacunacion. Un segundo refuerzo, si fuese necesario, generalmente se administraria entre 4 y 50 semanas
después del primer refuerzo.

Una alternativa al enfoque de vacuna de virus completo inactivado y al enfoque de vacuna de capside vacia es el
uso de vectores no de parvovirus recombinantes vivos que tienen a los cerdos como su animal hospedador, como
vehiculos del nuevo gen de la proteina de la capside parvovirica porcina.

Entre los vectores no de parvovirus recombinantes adecuados que tienen a los cerdos como su animal hospedador,
dos vectores son especialmente adecuados como vehiculos: el virus de la pseudorrabia (PRV) y el virus de la peste
porcina clasica (CSFV).

El uso de tales virus recombinantes en vacunas tiene la ventaja adicional de que los animales vacunados se
vacunan al mismo tiempo contra PRV y PPV o CSFV y PPV.

Cheny col. @7 describen la construccion y el uso de un vector recombinante de PRV atenuado vivo que expresa una
proteina de la capside de PPV de tlpo parvovirus porcino. Este PRV recombinante se administré a lechones de ocho
dias de vida en una cantidad de 5x10° de DICTso y esta cantidad de vacuna demostré ser segura y proporcioné una
excelente inmunidad contra el PRV y el PPV.

Los vectores de CSFV vivos atenuados también son muy adecuados como vectores recombinantes vivos.
Slmplemente como ejemplo; el CSFV atenuado vivo del cual se ha delecionado el gen N , se ha descrito por Mayer
et al.?®. Tal virus vivo atenuado permite, entre otros, en el sitio de delecion del gen NP, °, para la insercién del gen
que codlflca la proteina de la capside. Tal vector de CSFV recombinante vivo forma igualmente un vehiculo
adecuado para el nuevo gen de proteina de capside del parvovirus porcino.

La expresion del gen de la proteina de la capside se puede poner bajo el control de cualquier promotor heterélogo
adecuado que sea funcional en una célula de mamifero (véase mas adelante). Un promotor heterélogo es un
promotor que no es el promotor responsable de la transcripcion del gen de la CP en la forma de tipo silvestre del
nuevo parvovirus porcino. Puede ser un promotor parvovirico responsable de la transcripciéon de una CP o de una
NS1 de otro parvovirus, que no pertenece al parvovirus como se describe o puede ser un promotor no parvovirico.

Por lo tanto, también se describe un fragmento de ADN que comprende un gen que codifica una CP, en donde dicho
gen esta bajo el control de un promotor heterélogo funcional.
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Chen et al.*” hizo uso del promotor del CMV para impulsar la expresion del gen de la proteina de la capside, pero

otros promotores adecuados que son funcionales en una célula de mamifero son conocidos en la técnica. Un
promotor que es funcional en una célula de mamifero es un promotor que es capaz de dirigir la transcripcion de un
gen que se encuentra aguas abajo del promotor en una célula de mamifero.

Los ejemplos de promotores adecuados que son funcionales en una célula de mamifero incluyen promotores
clasicos tales como el promotor temprano inmediato de citomegalovirus (humano) (Seed, B. et al., Nature 329, 840-
842, 1987; Fynan, E.F. et al., PNAS 90, 11478-11482,1993; Ulmer, J.B. et al., Science 259, 1745-1748, 1993), la
RTL del virus del sarcoma de Rous (RSV, Gorman, C.M. et al., PNAS 79, 6777-6781, 1982; Fynan et al., citado
anteriormente; Ulmer et al., citado anteriormente), la Rtl del MPSV (Stacey et al., J. Virology 50, 725-732, 1984),
promotor temprano inmediato de SV40 (Sprague J. et al., J. Virology 45, 773, 1983), el promotor de SV-40 (Berman,
P.W. et al., Science, 222, 524-527, 1983), el promotor de metalotioneina (Brinster, R.L. et al., Nature 296, 39-42,
1982), el promotor de choque térmico (Voellmy et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82, 4949-53, 1985), el promotor
tardio principal de Ad2 y el promotor de B-actina (Tang et al., Nature 356, 152-154, 1992). Las secuencias
reguladoras también pueden incluir secuencias terminadoras y de poliadenilacién. Entre las secuencias que se
pueden usar estan la conocida secuencia de poliadenilacién de la hormona del crecimiento bovina, la secuencia de
poliadenilacion del SV40, el terminador del citomegalovirus humano (hCMV) y las secuencias de poliadenilacion.

Por lo tanto, también se describe una vacuna para combatir el parvovirus porcino asociado al SHI en cerdos, en
donde dicha vacuna comprende un vector no de parvovirus vivo recombinante que comprende un fragmento de ADN
que comprende un gen que codifica una CP bajo el control de un promotor funcional y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. No hace falta decir que el vector no de parvovirus vivo recombinante deberia expresar
una cantidad inmunogénicamente eficaz de la proteina de la capside.

Una alternativa para la vacunaciéon con una vacuna de virus completo inactivado, una vacuna de capside vacia o un
vector no de parvovirus vivo recombinante, es el uso de la vacuna de ADN.

Dicha vacuna de ADN se basa en la introduccion de un fragmento de ADN que porta el gen que codifica la proteina
de la capside bajo el control de un promotor adecuado, en el animal hospedador. Una vez que el ADN es absorbido
por las células del hospedador, el gen que codifica la proteina de la capside se transcribe y el transcrito se traduce
en proteina de la capside en las células del hospedador. Esto imita de cerca el proceso de infeccion natural del
parvovirus. Los promotores adecuados son promotores que son funcionales en células de mamifero, como se ha
ejemplificado anteriormente.

Un fragmento de ADN que porta el gen que codifica la proteina de la capside bajo el control de un promotor
adecuado podria ser, por ejemplo, un plasmido. Este plasmido puede estar en forma circular o lineal.

Los ejemplos de vacunacion exitosa con ADN de cerdos son, entre otros, la vacunacién exitosa contra la
enfermedad de Aujeszky como se describe en Gerdts et al. (30), Journal of General Virology 78: 2139-2146 (1997).
Describen una vacuna de ADN en la que se usa un fragmento de ADN que transporta la glucoproteina C bajo el
control del principal promotor temprano inmediato del citomegalovirus humano. La vacunacion se realiz6 cuatro
veces con intervalos de dos semanas con una cantidad de 50 ug de ADN. Los animales vacunados desarrollaron
anticuerpos séricos que reconocieron el antigeno respectivo en una inmunotransferencia y que exhibieron actividad
neutralizante.

Otro ejemplo de vacunacion exitosa de ADN de cerdos se da por Gorres et al. ®). Describieron la vacunacion
exitosa de ADN de cerdos contra la gripe porcina pandémica clasica H1N1. Se vacunaron con una vacuna principal y
2 refuerzos homoélogos a las 3 y 6 semanas después del cebado, de una vacuna de ADN que comprende el gen HA
de gripe H1N1 bajo el control de un promotor funcional.

Por lo tanto, también se describe una vacuna para combatir el parvovirus porcino asociado al SHI en cerdos, en
donde dicha vacuna comprende un fragmento de ADN que comprende un gen que codifica una proteina de la
capside bajo el control de un promotor funcional y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

No hace falta decir que el fragmento de ADN que comprende un gen que codifica una proteina de la capside deberia
expresar una cantidad inmunogénicamente eficaz de la proteina de la capside.

Lo que constituye una "cantidad inmunogénicamente eficaz" para una vacuna segun la invencion que se basa en
una capside vacia depende del efecto deseado y del organismo diana.

La expresion "cantidad inmunogénicamente eficaz" tal como se usa en el presente documento se refiere a la
cantidad de parvovirus, capside vacia, vacuna de ADN o vector recombinante de virus vivo que es necesaria para
inducir una respuesta inmunolégica en cerdos en la medida en que disminuya los efectos patolégicos causados por
la infeccion con un parvovirus porcino de tipo silvestre asociado al SHI, en comparacion con los efectos patologicos
causados por la infeccién con un parvovirus porcino de tipo silvestre asociado al SHI en cerdos no inmunizados.

Esta dentro de la capacidad del experto en la materia el determinar si un tratamiento es "inmunolégicamente eficaz",
por ejemplo, administrando una infeccidon de exposicion experimental a animales vacunados y luego determinando
los sintomas clinicos de enfermedad o los parametros serolégicos de un animal diana o midiendo el nuevo
aislamiento del patdgeno, seguido de la comparacion de estos hallazgos con los observados en cerdos infectados en
el campo.
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La cantidad de virus administrada dependera de la via de administracién, de la presencia de un adyuvante y del
momento de la administracion.

Una cantidad preferida de una vacuna viva que comprende virus se expresa, por ejemplo, como la dosis infecciosa
de cultivo tisular (DICT50). Por ejemplo, para un virus vivo, un intervalo de dosis entre 10 y 10° DICT50 por dosis
animal se puede usar ventajosamente, dependiendo del resto de virulencia del virus. Preferentemente, se usa un
intervalo de entre 10y 10° DICT50.

Se pueden aplicar muchas formas de administracion, todas conocidas en la materia. Las vacunas segun la invencion
se administran preferentemente al animal mediante inyeccion (intramuscular o via intraperitoneal) o por via oral.

El protocolo para la administraciéon se puede optimizar de acuerdo con la practica estandar de vacunacion. En todos
los casos, La administracion a través de un inyector intradérmico (IDAL) es una forma preferida de administracion.

Si una vacuna comprende capsides vacias, la dosis también se expresaria como el nimero de particulas a
administrar. La dosis generalmente seria algo mas alta en comparacion con la administracion de particulas de virus
vivos, porque las particulas de virus vivos se replican hasta cierto punto en el animal diana, antes de que sean
eliminados por el sistema inmunitario. Para las vacunas basadas en virus inactivados, una cantidad de particulas de
virus en el intervalo de aproximadamente 10* a 10° particulas generalmente seria adecuada, dependiendo del
adyuvante utilizado.

Si una vacuna comprende subunidades, por ejemplo, la CP, la dosis también podria expresarse en microgramos de
proteina. Para las vacunas basadas en subunidades, una dosis adecuada generalmente estaria en el intervalo entre
5y 500 microgramos de proteina, nuevamente dependiendo del adyuvante utilizado.

Si una vacuna comprende un fragmento de ADN que comprende un gen que codifica la proteina de la capside, la
dosis se expresaria en microgramos de ADN. Para las vacunas basadas en subunidades, una dosis adecuada
generalmente estaria en el intervalo entre 5 y 500 microgramos de ADN, dependiendo, entre otros, de la eficacia del
plasmido de expresion utilizado. En muchos casos, una cantidad de entre 20 y 50 microgramos de plasmido por
animal seria suficiente para una vacunacion eficaz.

Una vacuna de acuerdo con la invenciéon puede tomar cualquier forma que sea adecuada para la administracion en
el contexto de la cria de cerdos, y que coincida con la ruta de aplicacion deseada y el efecto deseado. La
preparacion de una vacuna segun la invencion se lleva a cabo por medios convencionales para el experto.

Se prefieren las vias orales cuando se trata de facilitar la administracion de la vacuna.

Para la administracion oral, la vacuna se mezcla preferentemente con un vehiculo adecuado para la administracion
oral, es decir, celulosa, alimentos o una sustancia metabolizable como alfa-celulosa o diferentes aceites de origen
vegetal o animal.

En la practica, los cerdos se vacunan contra una serie de virus o microorganismos patégenos.
Por lo tanto, es muy atractivo, tanto por razones practicas como econdémicas, combinar una vacuna segun la
invencion para cerdos con, por ejemplo, un inmundgeno adicional de un virus o microorganismo patdégeno para
cerdos, o informacién genética que codifique un inmundégeno de dicho virus o microorganismo.

Por lo tanto, también se describe una vacuna, en donde esa vacuna comprende al menos otro microorganismo
patégeno porcino o virus patégeno porcino y/o al menos otro componente inmundgeno y/o material genético que
codifica dicho otro componente inmundgeno, de dicho microorganismo patégeno porcino o virus patégeno porcino.
Un componente inmundégeno o inmunogénico es un compuesto que induce una respuesta inmunoldgica en un
animal. Puede ser, por ejemplo, un virus o una bacteria completa, o una proteina o un resto de azicar de ese virus o
bacteria.

Los virus y microorganismos patdogenos mas comunes que son patdgenos para los cerdos son Brachyspira
hyodysenteriae, el virus de la peste porcina africana, virus Nipah, circovirus porcino, Torque Teno virus porcino, virus
de la pseudorrabia, virus de la gripe porcina, parvovirus porcino, virus del sindrome respiratorio y reproductivo
porcino (PRRSV), virus de la diarrea epidémica porcina (PEDV), virus de la fiebre aftosa, virus de gastroenteritis
transmisible, rotavirus, Escherichia coli, Erysipelo rhusiopathiae, Bordetella bronchiseptica, Salmonella cholerasuis,
Haemophilus parasuis, Pasteurella multocida, Streptococcus suis, Mycoplasma hyopneumoniae y Actinobacillus
pleuropneumoniae.

Por lo tanto, también se describe una vacuna, en donde el virus o el microorganismo patdégeno para los cerdos se
selecciona del grupo de Brachyspira hyodysenteriae, el virus de la peste porcina africana, virus Nipah, circovirus
porcino, Torque Teno virus porcino, virus de la pseudorrabia, virus de la gripe porcina, parvovirus porcino, virus del
sindrome respiratorio y reproductivo porcino (PRRSV), virus de la diarrea epidémica porcina (PEDV), virus de la
fiebre aftosa, virus de gastroenteritis transmisible, rotavirus, Escherichia coli, Erysipelo rhusiopathiae, Bordetella
bronchiseptica, Salmonella cholerasuis, Haemophilus parasuis, Pasteurella multocida, Streptococcus suis,
Mycoplasma hyopneumoniae y Actinobacillus pleuropneumoniae.
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También se describe un método para la preparacion de una vacuna, en donde el método comprende la mezcla de un
virus y/o de una capside vacia y/o de una CP y/o de un fragmento de ADN que codifica una CP y/o de un vector no
de parvovirus vivo recombinante que codifica una CP, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

De nuevo, también se describe un virus y/o una capside vacia y/o una CP y/o un fragmento de ADN que codifica una
CP y/o un vector no de parvovirus vivo recombinante que codifica una CP, para uso en una vacuna.

Como se ha mencionado anteriormente, el sindrome hemorragico del intestino es un sindrome multifactorial. Es una
compilacion de factores que eventualmente desencadenan en el SHI. Esto significa que es importante saber si el
parvovirus porcino asociado al SHI esta presente en una determinada poblacién de cerdos mucho antes de que se
manifiesten los primeros sintomas clinicos. Por lo tanto, para una proteccion eficaz contra la enfermedad, es
importante una deteccion rapida y correcta de la presencia del parvovirus porcino asociado al SHI.

Por lo tanto, otro objetivo de la presente invencién es proporcionar herramientas de diagnéstico adecuadas para la
deteccién de parvovirus porcino asociado al SHI.

Estas herramientas dependen en parte de la disponibilidad de anticuerpos contra el virus. Dichos anticuerpos se
pueden usar, por ejemplo, en pruebas de diagndstico para el parvovirus porcino asociado al SHI.

Los anticuerpos o antisueros que comprenden anticuerpos contra el parvovirus porcino asociado al SHI se pueden
obtener rapida y facilmente mediante la vacunacién de, por ejemplo, cerdos, aves de corral o, por ejemplo, conejos
con el virus seguido, después de unas cuatro semanas, por sangrado, centrifugacion de la sangre coagulada y
decantacion de los sueros. Tales métodos son bien conocidos en la materia.

Otros métodos para la preparacion de anticuerpos producidos contra el parvovirus porcino asociado al SHI, que
puede ser policlonal, monoespecifico o monoclonal (o derivados de los mismos) también son bien conocidos en la
técnica. Si se desean anticuerpos policlonales, las técnicas para producir y Procesar sueros policlonales son bien
conocidas en la técnica durante décadas, véase, por ejemplo, Mayer y Walter 35),

Los anticuerpos monoclonales, reactivos contra el virus se pueden preparar inmunizando ratones consanguineos
mediante técnicas también conocidas en la técnica, véase, por ejemplo, Kohler y Milstein 36),

Por lo tanto, también se describen anticuerpos o antisueros que son reactivos con el virus.

Un kit de prueba de diagnostico basado en la deteccidon de un virus o material antigénico de ese virus y, por lo tanto,
adecuado para la deteccion de infeccion por parvovirus porcino asociado al SHI puede comprender, por ejemplo,
una prueba ELISA convencional. En un ejemplo de tal prueba, las paredes de los pocillos de una placa de ELISA
estan recubiertas con anticuerpos dirigidos contra el virus. Después de la incubacién con el material a analizar, los
anticuerpos marcados reactivos con el virus se agregan a los pocillos. Si el material a analizar realmente comprende
el nuevo parvovirus porcino, este virus se uniria a los anticuerpos recubiertos en los pocillos del ELISA. Los
anticuerpos marcados reactivos con el virus que posteriormente se agregarian a los pocillos a su vez se unirian al
virus y una reaccion de color revelaria la presencia de material antigénico del virus.

Por lo tanto, también se describen kits de prueba de diagndstico para la deteccion de un virus o material antigénico
del virus, que comprenden anticuerpos reactivos con un virus o con material antigénico del mismo. El material
antigénico del virus debe interpretarse en un sentido amplio. Puede ser, por ejemplo, el virus en forma desintegrada,
o material de la envoltura del virus que comprende proteinas de membrana externa del virus. Mientras el material del
virus reaccione con el antisuero producido contra el virus, el material se considera un material antigénico.

Un kit de prueba de diagnéstico basado en la detecciéon en suero de anticuerpos reactivos con el virus o material
antigénico del virus y, por lo tanto, adecuado para la deteccién de infeccidon por parvovirus porcino asociado al SHI
también puede comprender, por ejemplo, una prueba ELISA convencional. En dicha prueba, las paredes de los
pocillos de una placa ELISA pueden recubrirse, por ejemplo, con el virus 0 material antigénico del mismo después de
la incubacién con el material a analizar, por ejemplo, suero de un animal sospechoso de estar infectado con el nuevo
parvovirus porcino, los anticuerpos marcados reactivos con el virus se agregan a los pocillos. Si los anticuerpos anti-
parvovirus porcino asociados al SHI estuvieran presentes en el suero analizado, estos anticuerpos se uniran a los
virus recubiertos en los pocillos del ELISA. Como consecuencia, los anticuerpos marcados anadidos posteriormente
que reaccionan con el virus no se unirian y no se encontraria ninguna reaccion de color. La falta de reaccién de color
revelaria la presencia de anticuerpos reactivos con el virus.

Por lo tanto, también se describen kits de prueba de diagndstico para la deteccion de anticuerpos reactivos con el
virus o con material antigénico del virus que comprende el virus o material antigénico del mismo.

El disefio del inmunoensayo puede variar. Por ejemplo, el inmunoensayo puede basarse en la competencia o
reaccion directa. Ademas, los protocolos pueden usar soportes sélidos o pueden usar material celular. La deteccién
del complejo anticuerpo-antigeno puede implicar el uso de anticuerpos marcados; los marcadores pueden ser, por
ejemplo, enzimas, moléculas fluorescentes, quimioluminiscentes, radiactivas o colorantes.
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Los métodos adecuados para la deteccion de anticuerpos reactivos con un virus en la muestra incluyen, ademas del
ELISA mencionado anteriormente, el ensayo inmunofluorescencia (EIF) y analisis por transferencia de Western.

Una prueba de diagndstico alternativa pero rapida y facil para diagnosticar la presencia o ausencia de un virus es
una prueba de PCR como se menciond anteriormente, que comprende un conjunto de cebadores de PCR reactivo
con una region especifica del gen de la CP o de la NS1 de parvovirus porcino asociado al SHI. Especifico en este
contexto significa Unico para, por ejemplo, el gen de la CP o de la NS1 del parvovirus porcino asociado al SHI, es
decir, no esta presente en otros miembros de la familia Parvoviridae.

Tal prueba usaria el conjunto de cebadores (SEQ ID NO: 5-6) que reacciona especificamente con la proteina de la
capside del virus o el conjunto de cebadores (SEQ ID NO: 7-8) especificamente reactivos con la NS1 del virus.

No hace falta decir, que se pueden usar mas cebadores que los cebadores identificados anteriormente. La presente
invencion proporciona por primera vez la secuencia Unica del gen de la CP y de la NS1 del parvovirus porcino
asociado al SHI. Esto permite que el experto en la materia seleccione, sin ningun esfuerzo adicional, otros
cebadores selectivos. Mediante un simple analisis computacional de la secuencia génica de la CP o de la NS1 del
parvovirus porcino asociado al SHI proporcionada por la presente invencién con él, conocido, den de la CP o de la
NS1 de otros miembros de la familia del parvovirus porcino Parvoviridae no asociados al SHI, el experto en la
materia puede desarrollar otros cebadores de PCR especificos para pruebas de diagnoéstico para la deteccion de un
parvovirus porcino asociado al SHI y/o la discriminacidon entre un parvovirus porcino asociado al SHI y otros
patégenos viricos (porcinos).

Se entiende que los cebadores de PCR que reaccionan especificamente con el ge de la CP o el gen de la NS1 del
parvovirus porcino asociado al SHI son aquellos cebadores que reaccionan solo con el gen de la CP o el gen de la
NS1 del parvovirus porcino asociado al SHI y no con el gen de la CP o el gen de la NS1 otro virus patégeno
(porcino), o del grupo de virus patégenos (porcino).

Por lo tanto, también se describe un kit de prueba de diagndstico para la deteccidon de un virus, en donde dicho kit de
prueba comprende un conjunto de cebadores de PCR que es especificamente reactivo con una region del gen de la
CP o el gen de la NS1 del parvovirus porcino asociado al SHI.

La invencion se refiere a un kit de prueba de diagndstico para la deteccion de un virus, caracterizado porque dicha
prueba comprende el conjunto de cebadores como se representa en la SEQ ID NO: 5-6 o el conjunto de cebadores
como se representa en la SEQ ID NO: 7-8.

Ejemplos
Ejemplo 1: Analisis del conjunto de muestras 1 de animales enfermos.
Descripcion del conjunto de muestras 1

Conjunto de muestras 1: 17 animales, 16 cerdos machos / 1 hembra, de 18-27 semanas de edad. 7 granjas.
Recibido el 31 de julio de 2013. Sintomas clinicos: Los animales de repente desarrollaron distension abdominal,
algunos gritaron antes de morir. No se observaron sintomas durante las semanas previas a la muerte. El tiempo
entre la observacion de los primeros sintomas y la muerte fue de 2-6 horas. Después del inicio de los sintomas, los
animales fueron sacrificados por electrocucion y se les realizé una necropsia.

Sintomas de los 6rganos: Anomalias en el intestino delgado. Sintomas hemorragicos, pared intestinal delgada,
liquido sanguinolento en los intestinos. No hay anomalias en otros 6rganos, salvo los ganglios linfaticos agrandados,
edémicos y de aspecto rojo. Véase la figura 3.

Los drganos se congelaron a -70 °C. El suero se prepard a partir de sangre coagulada mediante centrifugacion a
3000 xg y posterior almacenamiento a -70 °C.

Protocolos de PCR:

El ADN aislado se cribé por PCR usando cebadores derivados de las secuencias viricas (tabla 1). Las PCR se
realizaron utilizando métodos estandar con una temperatura de hibridacion de 58 °C para el conjunto de cebadores
Bowl_ORF1_774_F / 1626R, y de 52 °C para el conjunto de cebadores Bowl_Q_ORF2_FW / REV. Se disefi6 una
sonda para la Q-PCR (tabla 1). La Q-PCR se realizé utilizando un método estandar con una temperatura de
hibridacion de 50 °C. Los datos de Q-PCR se analizaron utilizando Bio-Rad CFX Manager 2.0.

Tabla 1: Secuencias del cebador Bowl

Cebador/sonda: Secuencia (5-3):
Bowl_ORF1_774_F TGTTGAGTGTGGTGGATTGG
Bowl_ORF1_1626_R AAGGAAGCTGGACCGAGAG
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(continuacion)

Cebador/sonda: Secuencia (5-3):

Bowl Q_ORF2_FW CTACATCTGCGCCTGAC

Bowl_Q_ORF2_REV GTGGTGAGAAGGCAAGAC
Bowl_Q_ORF2_PROBE 6FAM-CACGAGCTAGAGCGTGCTAAACAG-BHQ1

Resultados del analisis de PCR:

Los resultados del analisis por PCR se representan en la Tabla 2. En total, el 76 % de las muestras resulté ser
positivo.

Tabla 2: Analisis de resultados de muestras del conjunto 1. (+): positivo para el parvovirus nuevo. (-)
negativo para el parvovirus nuevo

Numero del animal

11213 |4|5|6|7|8|9|10]|11|12|13]14|15|16] 17 p”"tt:t:l‘l’m“ porcentaje
Sexo MM M| M| M| M| M| M|M|FIM|M|{M|M|M|M|M
Edad 19123 23|18 |20 (19|18 |23 (26| 18 |23 |20 |23 |18 |25 (22| 27
(semanas)
Localizacién 13- | 13- (13- | 10- [ 10- | 3- | 3- [ 13- | 5- | 10- | 13- | 10- | 12- | 12- | 12- | 8- | 11-

3A [3A |3A [3A |3A | 3 | 3 |3A| 3 |3A|3A|3A|3B|3B|33]|3|3B
suero - - + - |na| - - + - - |n/a|n/al - + - |+ |+ 5/14 36
frotis rectal - 117 6
sangre . + - - - - - -+ + - + + -+ |+ 8/17 47
ganglio -+ | - |nalnfa|l # |+ | - |+ |+ | |+ | + |+ |+ 12/15 80
linfatico
en conjunto S T I T AR R I s I I I B I 13/117 76

Ejemplo 2: Analisis del conjunto de muestras 2 de animales enfermos.
Descripcion del conjunto de muestras 2

16 animales, 13 cerdos machos / 3 hembra, de 12-26 semanas de edad. 7 granjas, 4 granjas adicionales en
comparacion con el conjunto de muestras 1 (total de 11 granjas en el conjunto de muestras 1 + 2). Recibido el 22 de
agosto de 2013.

Sintomas clinicos: Los animales de repente desarrollaron distension abdominal, algunos gritaron antes de morir. No
se observaron sintomas durante las semanas previas a la muerte. El tiempo entre la observacion de los primeros
sintomas y la muerte fue de 2-6 horas. Después del inicio de los sintomas, los animales fueron sacrificados por
electrocucion previa y se les realizé una necropsia.

Sintomas de los 6rganos: Anomalias en el intestino delgado. Sintomas hemorragicos, pared intestinal delgada,
liquido sanguinolento en los intestinos. No hay anomalias en otros 6rganos, salvo los ganglios linfaticos agrandados,
edémicos y de aspecto rojo. Véase la figura 3. No se analizaron todos los ganglios linfaticos y muestras de sangre.

Los drganos se congelaron a -70 °C. El suero se prepard a partir de sangre coagulada mediante centrifugacion a
3000 xg y posterior almacenamiento a -70 °C.

Protocolos de PCR:

El ADN aislado se cribé por PCR usando cebadores derivados de las secuencias viricas (tabla 1). Las PCR se
realizaron utilizando métodos estandar con una temperatura de hibridacion de 58 °C para el conjunto de cebadores
Bowl_ORF1_774_F / 1626R, y de 52 °C para el conjunto de cebadores Bowl_Q_ORF2_FW / REV. Se disefié una

sonda para la Q-PCR (tabla 1). La Q-PCR se realizé utilizando un método estandar con una temperatura de
hibridacion de 50 °C. Los datos de Q-PCR se analizaron utilizando Bio-Rad CFX Manager 2.0.

Resultados del analisis de PCR:

Los resultados del analisis por PCR se representan en la Tabla 3. En total, el 25 % de las muestras resultd ser
positivo. La sangre no fue analizada. Solo se analizaron dos ganglios linfaticos.

Tabla 3: Analisis de resultados de muestras del conjunto 2. (+): positivo para el parvovirus nuevo. (-)
negativo para el parvovirus nuevo
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Numero del animal

1123|456 |7 |8|9|10]11|12]13]|14] 15/ 16 p”"tt:t:l‘l’m“ porcentaje
Sexo M F F FIM{ M M| M M| M| MM M|M| M| M
Edad 19 |12 | 23|22 | 26|26 |24 | 18|18 |22 | 22 |20 | 20 | 24 | 21 | 22
(semanas)
Localizacién 17- | 9- | 9- | 9- | 12-|12- | 12- | 13- | 13- | 13- | 13- 3.3 |33 1- | 1- | 1-

E |3B|3B |3B|3B[3B|3B[3 |3 |3A|3A 3B |3 | 3B
suero - - - - - - - + + | + + - - - - - 4/16 25
frotis rectal - - - - - - - - - + - - - - - - 1/16 6
sangre nla|nfa|n/a|nfa|n/a|n/a|nfa|n/a|n/a|n/a|n/a|n/a|n/a|n/a|n/a|nla 0/0 0
g.an'glllo nfa|nfalnfa|nlajnla|nfa|nla| - |nla| *# |nfa|n/a|n/a|n/a|n/a|nla 1/2 50
linfatico
en conjunto - - - - - - - + + + + - - - - - 4/16 25

Ejemplo 3: Replicacion de nuevos parvovirus en cerdos

Preparacion del material animal:

El material de érganos y las heces congeladas de los conjuntos de muestras 1 y 2 se almacenaron a -70 °C antes
del analisis. Todos los procedimientos se llevaron a cabo en hielo. Los 6rganos se descongelaron y posteriormente
se homogeneizaron (10 % p/v) en medio de cultivo de tejidos. El homogeneizado se congelé y descongel6 una vez (-
70 °C). Posteriormente, homogeneizado se centrifugd y se filtré en filtros de 5 ym, 0,45 um y 0,22 ym para eliminar
el material tisular restante. EI homogeneizado filtrado se almacend a -70 °C hasta la inoculacion.

Los in6culos (A o B) se administraron como una dosis IM de 4 x 2 ml (4 6rganos diferentes, cuello izquierdo, cuello
derecho, pierna izquierda, pierna derecha) y una dosis oral de 20 ml (homogeneizado de 10 heces + 4 x 2,5 ml de
homogeneizado de diferentes 6rganos). Los indculos se administraron a temperatura ambiente.

Inéculo A: Conjunto de muestras 2 de animal 10 (véase el Ejemplo 2)
Heces, ganglios linfaticos, pulmén, bazo, intestino

In6culo B: Conjunto de muestras 1 de animal 2 (véase el Ejemplo 1)
Heces, ganglios linfaticos, pulmén, rifidn, higado

Animales

Se criaron y cebaron trece cerdos (5 verracos / 8 cerdas / raza local / alto estado de salud / SPF / 12-14 semanas de
vida al momento de la inoculacién) en la granja de MSD en Stevensbeek, en los Paises Bajos y enjaulados de
acuerdo con directrices institucionales. Los animales fueron examinados para detectar la presencia del nuevo
parvovirus en suero, heces, frotis nasales y frotis oculares antes de la inoculacion tal como se describe en el Ejemplo
1. Un animal macho fue sacrificado como animal control (no infectado). Los otros doce cerdos fueron enjaulados en
3 grupos separados.

Tratamiento

Grupo 1: Cinco animales

Tres animales recibieron el inéculo A, dos sirvieron como controles de contacto

Grupo 2: Cuatro animales

Tres animales recibieron el inéculo B, dos sirvieron como controles de contacto

Grupo 3: Tres animales

Tres animales recibieron el inéculo B

Muestreo y necropsia

Grupo 1, 2:

Muestras de sangre, frotis rectales/nasales/oculares los dias -3, 0, 7, 14, 21, 28 después de la inoculacién (si no se
sacrificaron) Frotis rectales/nasales/oculares los dias 3, 10, 17, 24 después de la inoculacion (si no se sacrificaron)
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Grupo 3:
Muestras de sangre, Frotis rectales/nasales/oculares el dia -4, 0, 3, 6 después de la inoculacion (si no se sacrifica)
Segun los resultados de la PCR, los animales fueron programados para necropsia:

Grupo 1:

Inoculado: dia 10 p.i.; dia 25 p.i.; dia 31 p.i.
Control: dia 18 p.i.; dia 31 p.i.

Grupo 2:

Inoculado: dia 14 p.i.; dia 29 p.i. (2 animales)
Control: dia 22 p.i.

Grupo 3:
Inoculado: dia 4 p.i. (1 animal); dia 7 p.i. (2 animales).

Resultados
PCR

Conjunto de muestras 2 del Animal 10 utilizado para el indculo:
Todos los érganos dieron positivo para el nuevo parvovirus: Heces, ganglios linfaticos, pulmon, bazo, intestino, rifion,
higado

Conjunto de muestras 1 del Animal 2 utilizado para el in6culo:
Todos los érganos dieron positivo para el nuevo parvovirus: Heces, ganglios linfaticos, pulmaén, rifién, higado

Experimento animal
Resultado de la PCR en frotis/sueros: Tabla 4A-BC

Se tomaron muestras de érganos para histologia, para analisis de PCR y para aislamiento del virus. Los 6rganos
para el aislamiento del virus se almacenaron a -70 ° C. Los ganglios linfaticos hepaticos (homogeneizados al 10 %)
se analizaron mediante PCR.

Grupo 1: suero de todos los animales inoculados + (positivo) el dia 7
Suero del control - (negativo) el dia 7

Frotis: véase la Tabla 4A

Grupo 2: suero de todos los animales inoculados + el dia 7

Suero de control - el dia 7

Frotis: véase la Tabla 4B

Grupo 3: suero de todos los animales inoculados + el dia 4

Frotis: véase la Tabla 4C

Resultados de PCR

Organo necropsiado d. 10 p.i. (inéculo A. grupo 1) d. 14 p.i. (inéculo B. grupo 2)
Suero positivo positivo
Bazo positivo positivo
Ganglios linfaticos - .
mesentéricos positivo positivo
Ganglio linfatico hepatico positivo positivo
Ganglio linfatico inguinal positivo positivo
Pulmoén positivo positivo
Amigdala positivo positivo
Rifén positivo positivo
Mucosa nasal positivo positivo
Intestino grueso positivo positivo
higado positivo positivo
Intestino delgado positivo positivo
Estdbmago positivo positivo
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(continuacion)

Organo necropsiado d. 10 p.i. (inéculo A. grupo 1) d. 14 p.i. (inéculo B. grupo 2)
Cerebro positivo positivo
Bilis débilmente positivo débilmente positivo
o .
."50 % 'de contenido de no detectado no detectado
intestino delgado
o )
.25 % .de contenido de no detectado no detectado
intestino grueso
Orina no detectado no detectado

Resultados de ganglios linfaticos

Los ganglios linfaticos hepaticos de los 13 animales recolectados en el momento de la necropsia se homogeneizaron
al 10 % (p/v) en medio de cultivo. EI ADN se aislé del homogeneizado y la presencia de virus se analizé por PCR. El
ganglio linfatico de control fue negativo para el nuevo parvovirus, los 12 cerdos inoculados o de control fueron
positivos para virus.

Conclusion:

Basandose en los datos presentados anteriormente, se puede concluir que el nuevo parvovirus se replica en los
cerdos.

La via de transmision mas probable es oral/nasal a través del contacto directo, pero la transmisién oral/fecal y la
transmision a través del aire no pueden excluirse. Sin embargo, la excrecion fecal es limitada.

El virus se encuentra en multiples érganos.

Basandose en los resultados combinados en el Ejemplo 1-3, se espera que en un subconjunto de animales; en
aproximadamente el 1-2 % del total de animales infectados, la infeccion con el nuevo parvovirus causa la
enfermedad en el momento de la aparicion del virus en la sangre (viremia). La excrecion en las heces es minima,
pero el virus permanece presente en la sangre > 30 dias después de la infeccién. También los frotis nasales y
oculares siguen siendo positivos para PCR > 30 dias después de la infeccion.

En los cerdos infectados, tal como se describe en el Ejemplo 3, no se observd sindrome hemorragico intestinal, pero
esto era de esperar, basandose en una baja incidencia de la enfermedad; el 1-2% en la poblacion general y en el
hecho de que los animales utilizados en el Ejemplo 3 eran relativamente jévenes y en excelentes condiciones.
Ademas de los cerdos en una granja comercial, no tenian factores de riesgo predisponentes.

Tabla 4A: Resultados del grupo 1: 3 animales infectados y 2 controles, Inéculo A

dia después de la inoculacion
Animal Muestra| -3 0 3 710 14 17 21 24 28
BOWL 1 R - - - ++ - - - - -
BOWL 1 N - - - + + - + + + -
BOWL 1 (@] - - - + - + + + - -
BOWL 1 S na - nfa + nla + nla + nla +
BOWL 2 R - = . + -
BOWL 2 N - - - + +
BOWL 2 (0] - = . + -
BOWL 2 S nla - nla + +
BOWL 3 R - = . + - e - e .
BOWL 3 N - - - + + - + + +
BOWL 3 (0] - - - + -+ + -+
BOWL 3 S na - nla + n/a + n/la + nla
control 1 R - - - - - - -
control 1 N - - - + - -+
control 1 (0] - - - + - -+
control 1 S nla - nlaj] - |(nla + nla
control 2 R - - - - - - -+ - -
control 2 N - - - + - -+ + + o+
control 2 (0] - - - + -+ + - -+
control 2 S nla - nlaj] - [(nfla + nla + nla +

El nuevo parvovirus porcino se conoce como "BOWL".
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R: frotis rectal
N: frotis nasal
O: frotis ocular
5 S: suero
n/a: no analizado (no muestreado)

Tabla 4B: Resultados del grupo 2: 3 animales infectados y 1 control, Inéculo B

dia después de la inoculacion

Animal  Muestra| -3 0 3 7] 10 14 [ 17 21 ] 24 28
BOWL 1 R - - - - + -
BOWL 1 N - - - + + +
BOWL 1 (0] - - - + + +
BOWL 1 S n/a - n/a + n/a +
BOWL 2 R - - - + - - - - -
BOWL 2 N - - - + - - + + + -
BOWL 2 (@] - - - + + + + - - +
BOWL 2 S n/a - n/a + n/a + n/a + n/a +
BOWL 3 R - - - - - - - - - -
BOWL 3 N - - - + + + + + + +
BOWL 3 (0] - - - + + + + - - -
BOWL 3 S n/a - n/a + n/a + n/a + n/a +
control 1 R - - - - + - - -
control 1 N - - - + + - + +
control 1 (0] - - - + - + + -
control 1 S na - nla- m na + nla +

10  El nuevo parvovirus porcino se conoce como "BOWL".
R: frotis rectal

N: frotis nasal

15
O: frotis ocular
S: suero
20 n/a: no analizado (no muestreado)
Tabla 4C: Resultados grupo 3: 3 animales infectados, Inéculo B
dia después de la inoculacion
Animal Muestra -4 | 0 |36
BOWL 1 R - - - -
BOWL 1 N - - -+
BOWL 1 0] - - -+
BOWL 1 S - - [+]+
BOWL 2 R - - -
BOWL 2 N - - -]
BOWL 2 O - - -
BOWL 2 S - -+
BOWL 3 R - - - -
BOWL 3 N - - -+
BOWL 3 O - - - -
BOWL 3 S - - [+]+
El nuevo parvovirus porcino se conoce como "BOWL".
25
R: frotis rectal
N: frotis nasal
O: frotis ocular
S: suero
30 n/a: no analizado (no muestreado)
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Leyenda de las figuras

Figura 1: arbol filogenético que indica la relacion de la NS1 del nuevo parvovirus porcino, con la NS1 de otros
parvovirus. El nuevo parvovirus porcino se conoce como "BOWL".

Figura 2: arbol filogenético que indica la relacion de la proteina de la capside del nuevo parvovirus porcino, con la
proteina de la capside de otros parvovirus. El nuevo parvovirus porcino se conoce como "BOWL".

Figura 3: ejemplo de sindrome hemorragico del intestino como se ve en el conjunto de muestras 1y 2
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aca
Thr
530

gga
Gly

999
Gly

gta
vVal

gag
Glu

999
Gly
610

act
Thr

aac
Asn

cct
Pro

cac
His

gac
Asp
435

cgt
Arg

aat
Asn

gtg
Val

aag
Lys

cct
Pro
515

gac
Asp

tca
Ser

gga
Gly

gac
Asp

999
Gly
595

gct
Ala

aat
Asn

tct
Ser

gat
Asp

cac
His
420

ccc
Pro

ctt
Leu

gct
Ala

gga
Gly

gag
Glu
500

cct
Pro

aga
Arg

gac
Asp

ggt
Gly

cca
Pro
580

atg
Met

gct
Ala

tta
Leu

gtg
val

aaa
Lys

tac
Tyr

gtt
val

aaa
Lys

cag
Gln

acc
Thr
485

ctce
Leu

tca
Ser

aca
Thr

agt
Ser

cct
Pro
565

tct
Ser

gac
Asp

tca
Ser

999
Gly

atc
Ile
645

tac
Tyr

act
Thr

gat
Asp

cat
His

cga
Arg
470

caa
Gln

tta
Leu

gat
Asp

gaa
Glu

cct
Pro
550

tct
Ser

gcc
Ala

ata
Ile

aat
Asn

aca
Thr
630

act
Thr

tgt
Cys

ggt
Gly

gaa
Glu

gga
Gly
455

gat
Asp

ttg
Leu

aca
Thr

tta
Leu

gat
Asp
535

cga
Arg

tecec
Ser

acc
Thr

tect
Ser

aac
Asn
615

gaa
Glu

tca
Ser

tgt
Cys
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cct
Pro

tct
Ser
440

gac
Asp

gag
Glu

gca
Ala

gaa
Glu

tct
Ser
520

ccCa
Pro

tct
Ser

gag
Glu

acg
Thr

tct
Ser
600

tect

Ser

tct
Ser

tct
Ser

tct
Ser

aga
Arg
425

tect
Ser

tgg
Trp

att
Ile

999
Gly

cct
Pro
505

aaa
Lys

gaa
Glu

cct
Pro

tcec
Ser

tcc
Ser
585

tgc
Cys

ggt
Gly

ctt
Leu

ttt
Phe

tect
Ser

aat
Asn

gcg
Ala

cca
Pro

atc
Ile

aat
Asn
490

gtg
val

gtt
Val

act
Thr

cgg
Arg

aga
Arg
570

gaa

Glu

tgt
Cys

ctt
Leu

gta
vVal

aga
Arg
650

gct
Ala

23

cct
Pro

aga
Arg

tac
Tyr

aaa
Lys
475

ata
Ile

tat
Tyr

cct
Pro

CcCa
Pro

cct
Pro
555

tta
Leu

gca
Ala

CcCa
Pro

gct
Ala

tcec
Ser
635

cga

Arg

cac
His

gtc
vVal

cat
His

ctg
Leu
460

gct
Ala

gtg
Val

gag
Glu

ctt
Leu

999
Gly
540

tct
Ser

cct
Pro

aag
Lys

999
Gly

tgt
Cys
620

ggc
Gly

tgt
Cys

gat
Asp

cca
Pro

gac
Asp
445

tgg
Trp

ctt
Leu

agg
Arg

ctg
Leu

cct
Pro
525

gag
Glu

gga
Gly

999
Gly

agg
Arg

999
Gly
605

999
Gly

tgt
Cys

ctc
Leu

ctt
Leu

gct
Ala
430

atc
Ile

999
Gly

cat
His

agt
Ser

tta
Leu
510

cat
His

act
Thr

tca
Ser

act
Thr

cag
Gln
590

att
Ile

ggt
Gly

cag
Gln

att
Ile

att
Ile

ggc
Gly

agg
Arg

aag
Lys

agt
Ser

att
Ile
495

aag
Lys

tce
Ser

aga
Arg

act
Thr

aaa
Lys
575

agg
Arg

tct
Ser

999
Gly

ttt
Phe

tca
Ser
655

cce
Pro

aag
Lys

tat
Tyr

gac
Asp

cat
His
480

tgg
Trp

tct
Ser

caa
Gln

gga
Gly

gaa
Glu
560

gtt
val

act
Thr

gct
Ala

999
Gly

ggt
Gly
640

ccc

Pro

gga
Gly

1296

1344

1392

1440

1488

1536

1584

1632

1680

1728

1776

1824

1872

1920

1968

2016



gtg
Val

gca
Ala

gcc
Ala
705

aaa
Lys

cag
Gln

tat
Tyr

caa
Gln

aaa
Lys
785

tecec
Ser

ctt
Leu

gat
Asp

cag
Gln

gac
Asp
865

cgg
Arg

ttg
Leu

agg

gtc
Val

cat
His
690

ttt
Phe

gat
Asp

tca
Ser

gtg
val

cct
Pro
770

gaa

Glu

aat
Asn

att
Ile

ctt
Leu

gat
Asp
850

aga
Arg

tte
Phe

att
Ile

agt

tac
Tyr
675

ttt
Phe

cga
Arg

gte
Val

gce
Ala

atg
Met
755

tat
Tyr

agt
Ser

caa
Gln

cga
Arg

cct
Pro
835

aac
Asn

gat
Asp

aaa
Lys

cag
Gln

999

660

gag
Glu

tect
Ser

cct
Pro

tgt
Cys

acc
Thr
740

gga
Gly

aat
Asn

aat
Asn

gat
Asp

ggce
Gly
820

tte
Phe

ccc
Pro

acg
Thr

ggt
Gly

ggce
Gly
900

gtt

acc
Thr

cct
Pro

aaa
Lys

caa
Gln
725

att
Ile

999
Gly

ctt
Leu

agg
Arg

acg
Thr
805

999
Gly

gaa
Glu

cte
Leu

gta
val

cat
His
885

aaa
Lys

cat

cct
Pro

tect
Ser

tce
Ser
710

ggt
Gly

gct
Ala

ggt
Gly

ccc
Pro

gcc
Ala
790

gaa

Glu

ggt
Gly

aat
Asn

tat
Tyr

ggc
Gly
870

gat
Asp

tte
Phe

cct
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tgg
Trp

gct
Ala
695

ctt
Leu

gca
Ala

atc
Ile

caa
Gln

aag
Lys
775

agt

Ser

ttg
Leu

act
Thr

ttg
Leu

cag
Gln
855

att
Ile

aga
Arg

ata
Ile

aat

tgc
Cys
680

tgg
Trp

aaa
Lys

gaa
Glu

ttt
Phe

aaa
Lys
760

tat
Tyr

atg
Met

ttt
Phe

ttt
Phe

act
Thr
840

cag
Gln

tta
Leu

ccc
Pro

gat
Asp

gat

665

tat
Tyr

cag
Gln

gtt
Val

aaa
Lys

gag
Glu
745

aca
Thr

tct
Ser

ggc
Gly

ctg
Leu

gag
Glu
825

cag

Gln

agg
Arg

gat
Asp

gcec
Ala

acg
Thr
905

ttt

tat
Tyr

agg
Arg

acc
Thr

caa
Gln
730

gat
Asp

gtt
Val

tac
Tyr

ggt
Gly

ctt
Leu
810

cag
Gln

tat
Tyr

atc
Ile

gga
Gly

atg
Met
890
cac
His

cac

24

gat
Asp

ctt
Leu

atc
Ile
715

act
Thr

aaa
Lys

ccg
Pro

aga
Arg

tca
Ser
795

gaa
Glu

tac
Tyr

cct
Pro

act
Thr

gat
Asp
875

tgg
Trp

cca
Pro

aca

ctg
Leu

ttg
Leu
700

cag
Gln

aca
Thr

gac
Asp

ggt
Gly

acc
Thr
780

999
Gly

aca
Thr

tat
Tyr

tgg
Trp

gtc
Val
860

ttt
Phe

ctg
Leu

ata
Ile

agg

aac
Asn
685

gag
Glu

tct
Ser

gtt
val

tat
Tyr

cac
His
765
ctt

Leu

tac
Tyr

cat
His

gaa
Glu

gat
Asp
845

atg
Met

tac
Tyr

cca
Pro

ccc
Pro

ggc

670

gtc
Val

gat
Asp

tta
Leu

cag
Gln

gac
Asp
750

ttg
Leu

ggt
Gly

act
Thr

gat
Asp

ttt
Phe
830

atc

Ile

tca
Ser

tct
Ser

gga
Gly

aat
Asn
910

gat

atc
Ile

tat
Tyr

gtt
Val

gat
Asp
735

tac
Tyr

ccc
Pro

tca
Ser

tte
Phe

gce
Ala
815

cca

Pro

cge
Arg

ggt
Gly

cct
Pro

cag
Gln
895

aca
Thr

ggt

tca
Ser

gat
Asp

ttt
Phe
720

tece
Ser

ccc
Pro

ggt
Gly

gtc
Vval

aaa
Lys
800

act
Thr

aac
Asn

cgt
Arg

tect
Ser

ttt
Phe
880

agg
Arg

g99
Gly

cat

2064

2112

2160

2208

2256

2304

2352

2400

2448

2496

2544

2592

2640

2688

2736

2784



Arg

ggt
Gly

ggt
Gly
945

gga
Gly

gtg
val

cat
His

tta
Leu

ctt
Leu

att
Ile

aca
Thr

aca
Thr

gct
Ala

atg
Met

gct
Ala

ctc
Leu

atc
Ile

Ser

gac
Asp
930

ctt
Leu

cct
Pro

gtec
Val

cag
Gln

gce
Ala
1010

cat
His
1025

cca
Pro
1040

gaa
Glu
1055

cca
Pro
1070

tta
Leu
1085

ctt
Leu
1100

caa
Gln
1115

tgt
Cys
1130

aag
Lys
1145

Gly
915

acc

Thr

gct
Ala

agg

acg
Thr

gaa
Glu
995

tat
Tyr

att
Ile

aaa
Lys

aag
Lys

aat
Asn

tgg
Trp

gct
Ala

tct
Ser

ttt
Phe

caa
Gln

Val

cat
His

gct
Ala

act
Thr

gct
Ala
980

cccC

Pro

caa
Gln

cga
Arg

gaa
Glu

tcc
Ser

gtg
val

ggt
Gly

caa
Gln

ggt
Gly

acc
Thr

tgg
Trp

His

aga
Arg

atg
Met

ctg
Leu
965

aat
Asn

tgg
Trp

cgt
Arg

acc
Thr

gag
Glu

cct
Pro

gac
Asp

atg
Met

gag
Glu

cag
Gln

atg
Met

aat
Asn

Pro

aca
Thr

cca
Pro
950

tct

Ser

gcg
Ala

agt
Ser

caa
Gln

cat
His

tcec
Ser

gcc
Ala

atg
Met

cat
His

ggt
Gly

acc
Thr

gta
val

ccCa
Pro

Asn

cat
His
935
cgt
Arg

cat
His

tgt
Cys
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Asp
920

gaa
Glu

gce
Ala

gce
Ala

gct
Ala

ctc

gat
Asp

1000

aaa ggt

Lys Gl
1015

get tgt
Ala Cys

1030

tta tgg
Leu Trp

1045

tgt tt
Cys Le
1060

gtc tat
Val Tyr

1075

gect ccc
Ala Pro

1090

cct cct
Pro Pro

1105

ttec at
Phe Il
1120

tgg gaa

Trp Gl
1135

cgt ccg
Arg Pro

1150

Phe

gag
Glu

gct
Ala

gta
Val

tac
Tyr
985

aat gtc aga cat acc atg tat agg
Leu Asn Val Arg His Thr Met Tyr Arg

a gag
u Glu

c aat
e Asn

ttt
y Phe

tat
Tyr

cct
Pro

gga
Gly

cca
Pro

aat
Asn

gtt
u val

ccc
Pro

His

agg
Arg

cat
His

cgc
Arg
970

gct
Ala

25

cag
Gln

999
Gly

act
Thr

tcc
Ser

gaa
Glu

ccc
Pro

gtc
Val

caa
Gln

aag
Lys

atc
Ile

Thr

atc
Ile

aga
Arg
955

aga

Arg

tac
Tyr

Arg

tac
Tyr
940

ccc

Pro

cce
Pro

acc
Thr

Gly
925

agt

Ser

acc
Thr

gat
Asp

cag
Gln

Asp

cta
Leu

ctt
Leu

ggt
Gly

gag
Glu
990

Gly

gat
Asp

cag
Gln

tcc
Ser
975

aat
Asn

His

aca
Thr

ccc
Pro
960

acc
Thr

cct
Pro

1005

caa ccc
Gln Pro

1020

gac ggg
Asp Gly

1035

gtt ctg
Val Leu

1050

cag att
Gln Ile

1065

cac aca
His Thr

1080

cat gta
His Val

1095

agt act
Ser Thr

1110

tat ggt
Tyr Gly

1125

cct aga
Pro Arg

1140

agce att
Ser Ile

1155

999
Gly

gat
Asp

ggt
Gly

tgg
Trp

cce
Pro

ttt
Phe

tgc
Cys

cag
Gln

ccc
Pro

cct
Pro

gac
Asp

gtt
Val

agt
Ser

tgt
Cys

cct
Pro

ctce
Leu

aga
Arg

ttt
Phe

aag
Lys

gtt
Val

cct
Pro

acc
Thr

tgce
Cys

aaa
Lys

ctt
Leu

agg
Arg

ccg
Pro

ctc
Leu

tcec
Ser

ggt
Gly

2832

2880

2928

2976

3024

3069

3114

3159

3204

3249

3294

3339

3384

3429

3474



cag tct ggt
Gly

Gln Ser
116

ctc cca
Leu Pro
117

cge tag
Arg

<210> 2
<211> 1189
<212> PRT

0

gaa
Glu

5

<213> Parvovirus porcino

<400> 2

Met

Leu

Glu

Asp

Phe

65

Glu

Lys

Phe

Gly

Phe

145

Glu

Ser

Glu

Arg

Pro

50

Trp

Asp

Thr

Cys

Ser

130

Gly

val

Arg

Arg

Pro

35

Pro

Phe

Arg

Arg

Pro

115

Pro

Ser

Thr

cct get tte
Pro Ala Phe

cat gtc tgg
His Val Trp

Ser

Tyr

20

Ser

Thr

Pro

Pro

Cys

100

Ile

Ser

Pro

Ser
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att
Ile

1165

tct
Ser

1180

Thr

Lys

Thr

Vval

Thr

Pro

85

Glu

Gln

Thr

Asp

Glu
165

Gln

Asp

Leu

Lys

Asp

Arg

Gly

Asn

Gln

Pro

150

Arg

cte
Leu

gcc
Ala

Arg

Arg

Ala

Phe

55

Asp

Phe

Gly

Phe

Ile

135

Ser

Gln

gat
Asp

agg
Arg

Asp

val

Ser

40

Asp

Tyr

Thr

Leu

Trp

120

Gly

His

Gln

caa
Gln

gaa
Glu

Leu

Lys

25

Tyr

Lys

Ser

Glu

Pro

105

Asp

Glu

His

Tyr

26

gat
Asp

cgt
Arg

Trp

10

Tyr

Phe

Pro

Asp

His

90

Leu

Gln

Ser

Gln

Lys
170

ggc

tac
Gly Tyr

1170

atc

cgce
Ile Arg

1185

Ser

Tyr

Ser

Tyr

Trp

Ser

Met

Phe

Val

Glu

155

Asn

Leu

Gly

Lys

Gln

Tyr

Gly

Pro

Ala

Ser

140

val

Arg

Leu

Ile

Asp

45

Asp

Vval

Val

Ser

Asn

125

Trp

Arg

Ile

tac
Tyr

agc
Ser

Arg

Leu

30

Pro

val

Trp

Gln

Asp

110

Phe

Ser

Asp

val

cgt
Arg

aaa
Lys

Glu

15

val

Pro

Asp

His

Gly

95

Pro

Asp

Asp

Ala

Thr
175

Arg

Pro

Pro

Arg

Gly

Phe

Lys

Glu

His

Asp

160

Leu

3519

3564

3570



Leu

Asn

Ala

Thr

225

Thr

Ala

Glu

Gly

Glu

305

Ala

Lys

Pro

Ser

Leu

385

Arg

Pro

Arg

val

Tyr

210

Leu

Cys

Ser

Lys

Gln

290

Ser

Gly

Gly

Pro

Pro

370

Glu

Ile

Ser

Lys

Pro

195

Met

Arg

Asp

Phe

Glu

275

Met

His

Pro

Ala

Ser

355

Ile

Arg

Lys

His

val

180

Ser

Asp

Thr

val

Ala

260

Gln

Ser

Lys

Ile

Gly

340

Pro

Pro

Ala

Ser

His
420

Tyr

Leu

Ala

Thr

Thr

245

Lys

Ala

Ser

Asp

Pro

325

Gly

Asp

Pro

Lys

Gly

405

Tyr
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Trp

Glu

Asp

Leu

230

Ile

Tyr

Gln

Pro

Arg

310

Ala

Gly

His

Ser

Gln

390

Glu

Thr

Ala

Ser

Asn

215

Glu

Ser

Leu

Thr

Asp

295

Leu

Pro

Gly

Pro

Thr

375

Glu

Gly

Gly

Lys

Leu

200

Trp

Ala

Thr

Cys

Pro

280

Ser

Leu

Pro

Ser

Lys

360

Ser

Lys

Glu

Pro

Gln

185

Tyr

Arg

Phe

Pro

Ser

265

Ser

Ala

Pro

Thr

Ser

345

Asp

Ala

Gln

Gly

Arg
425

27

Trp

Glu

Gln

Ser

Leu

250

Leu

Leu

Ser

Lys

Ala

330

Gly

Pro

Pro

Glu

Glu

410

Asn

Ser

Gln

Asn

Cys

235

Ser

val

Ser

Ile

Thr

315

Gln

Phe

Pro

Asp

Glu

395

Arg

Pro

Gly

Ile

Leu

220

Val

Gly

Cys

Pro

Ser

300

Asp

Lys

Ile

Pro

Ala

380

Asp

Gly

Val

Lys

Pro

205

Leu

Pro

Glu

Asn

Ser

285

Gln

Pro

Pro

Ile

Pro

365

Glu

Glu

Gly

Pro

Leu

190

Tyr

Ala

Asp

Thr

Arg

270

Lys

Pro

Leu

Ile

Pro

350

Pro

Lys

Leu

Leu

Ala
430

Gln

Met

Ala

Pro

Asp

255

Ser

Gln

Pro

Gln

Ile

335

Pro

Pro

His

Met

vVal

415

Gly

Ile

Leu

Lys

Ser

240

Pro

Gln

Glu

Pro

Glu

320

Ser

Lys

Pro

Glu

His

400

Leu

Lys



Pro

Gly

Leu

465

Val

Lys

Ile

Gln

Thr

545

Asp

Pro

Glu

Ser

Gly

625

Lys

Trp

Vval

Ala

Gln

450

Asp

Lys

Ala

Leu

Thr

530

Gly

Gly

Val

Glu

Gly

610

Thr

Asn

Pro

val

Asp

435

Arg

Asn

Val

Lys

Pro

515

Asp

Ser

Gly

Asp

Gly

595

Ala

Asn

Ser

Asp

Tyr

Pro

Leu

Ala

Gly

Glu

500

Pro

Arg

Asp

Gly

Pro

580

Met

Ala

Leu

Val

Lys

660

Glu

Val

Lys

Gln

Thr

485

Leu

Ser

Thr

Ser

Pro

565

Ser

Asp

Ser

Gly

Ile

645

Tyr

Thr
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Asp

His

Arg

470

Gln

Leu

Asp

Glu

Pro

550

Ser

Ala

Ile

Asn

Thr

630

Thr

Cys

Pro

Glu

Gly

455

Asp

Leu

Thr

Leu

Asp

535

Arg

Ser

Thr

Ser

Asn

615

Glu

Ser

Cys

Trp

Ser

440

Asp

Glu

Ala

Glu

Ser

520

Pro

Ser

Glu

Thr

Ser

600

Ser

Ser

Ser

Ser

Cys

28

Ser

Trp

Ile

Gly

Pro

505

Lys

Glu

Pro

Ser

Ser

585

Cys

Gly

Leu

Phe

Ser

665

Tyr

Ala

Pro

Ile

Asn

490

val

Val

Thr

Arg

Arg

570

Glu

Cys

Leu

Val

Arg

650

Ala

Tyr

Arg

Tyr

Lys

475

Ile

Tyr

Pro

Pro

Pro

555

Leu

Ala

Pro

Ala

Ser

635

Arg

His

Asp

His

Leu

460

Ala

Val

Glu

Leu

Gly

540

Ser

Pro

Lys

Gly

Cys

620

Gly

Cys

Asp

Leu

Asp

445

Trp

Leu

Arg

Leu

Pro

525

Glu

Gly

Gly

Arg

Gly

605

Gly

Cys

Leu

Leu

Asn

Ile

Gly

His

Ser

Leu

510

His

Thr

Ser

Thr

Gln

590

Ile

Gly

Gln

Ile

Ile

670

Val

Lys

Ser

Ile

495

Lys

Ser

Arg

Thr

Lys

575

Arg

Ser

Gly

Phe

Ser

655

Pro

Ile

Tyr

Asp

His

480

Trp

Ser

Gln

Gly

Glu

560

val

Thr

Ala

Gly

Gly

640

Pro

Gly

Ser



Ala

Ala

705

Lys

Gln

Tyr

Gln

Lys

785

Ser

Leu

Asp

Gln

Asp

865

Arg

Leu

Arg

His

690

Phe

Asp

Ser

Val

Pro

770

Glu

Asn

Ile

Leu

Asp

850

Arg

Phe

Ile

Ser

675

Phe

Arg

val

Ala

Met

755

Tyr

Ser

Gln

Arg

Pro

835

Asn

Asp

Lys

Gln

Gly
915

Ser

Pro

Cys

Thr

740

Gly

Asn

Asn

Asp

Gly

820

Phe

Pro

Thr

Gly

Gly

900

val

Pro

Lys

Gln

725

Ile

Gly

Leu

Arg

Thr

805

Gly

Glu

Leu

val

His

885

Lys

His

ES 2771850 T3

Ser

Ser

710

Gly

Ala

Gly

Pro

Ala

790

Glu

Gly

Asn

Tyr

Gly

870

Asp

Phe

Pro

Ala

695

Leu

Ala

Ile

Gln

Lys

775

Ser

Leu

Thr

Leu

Gln

855

Ile

Arg

Ile

Asn

680

Trp Gln

Lys Val

Glu Lys

Phe Glu
745

Lys Thr
760

Tyr Ser

Met Gly

Phe Leu

Phe Glu

825

Thr Gln
840

Gln Arg

Leu Asp

Pro Ala

Asp Thr

905

Asp Phe
920

29

Arg

Thr

Gln

730

Asp

Vval

Tyr

Gly

Leu

810

Gln

Tyr

Ile

Gly

Met

890

His

His

Leu

Ile

715

Thr

Lys

Pro

Arg

Ser

795

Glu

Tyr

Pro

Thr

Asp

875

Trp

Pro

Thr

Leu

700

Gln

Thr

Asp

Gly

Thr

780

Gly

Thr

Tyr

Trp

val

860

Phe

Leu

Ile

685

Glu

Ser

Val

Tyr

His

765

Leu

Tyr

His

Glu

Asp

845

Met

Tyr

Pro

Pro

Gly
925

Asp

Leu

Gln

Asp

750

Leu

Gly

Thr

Asp

Phe

830

Ile

Ser

Ser

Gly

Asn

910

Asp

Tyr

Val

Asp

735

Tyr

Pro

Ser

Phe

Ala

815

Pro

Arg

Gly

Pro

Gln

895

Thr

Gly

Asp

Phe

720

Ser

Pro

Gly

Val

Lys

800

Thr

Asn

Arg

Ser

Phe

880

Arg

Gly

His



ES 2771850 T3

Gly Asp Thr His Arg Thr His Glu Glu Arg Ile Tyr Ser Leu Asp Thr
930 935 940

Gly Leu Ala Ala Met Pro Arg Ala Ala His Arg Pro Thr Leu Gln Pro
945 950 955 960

Gly Pro Arg Thr Leu Ser His Ala Val Arg Arg Pro Asp Gly Ser Thr
965 970 975

Val Val Thr Ala Asn Ala Cys Ala Tyr Ala Tyr Thr Gln Glu Asn Pro
980 985 990

His Gln Glu Pro Trp Ser Asp Leu Asn Val Arg His Thr Met Tyr Arg
995 1000 1005

Leu Ala Tyr Gln Arg Gln Lys Gly Phe Gln Gln Pro Gly Asp Pro
1010 1015 1020

Leu His 1Ile Arg Thr His Ala Cys Tyr Gly Asp Gly Asp Val Thr
1025 1030 1035

Ile Pro Lys Glu Glu Ser Leu Trp Pro Thr Val Leu Gly Ser Cys
1040 1045 1050

Thr Glu Lys Ser Pro Ala Cys Leu Glu Ser Gln Ile Trp Cys Lys
1055 1060 1065

Thr Pro Asn Val Asp Met Val Tyr Gly Glu His Thr Pro Pro Leu
1070 1075 1080

Ala Leu Trp Gly Met His Ala Pro Pro Pro His Val Phe Leu Arg
1085 1090 1095

Met Leu Ala Gln Glu Gly Pro Pro Asn Val Ser Thr Cys Arg Pro
1100 1105 1110

Ala Gln Ser Gly Gln Thr Phe Ile Asn Gln Tyr Gly Gln Phe Leu
1115 1120 1125

Leu Cys Phe Thr Met Val Trp Glu Val Lys Pro Arg Pro Lys Ser
1130 1135 1140

Ile Lys Gln Trp Asn Pro Arg Pro Pro Ile Ser Ile Pro Val Gly
1145 1150 1155

Gln Ser Gly Pro Ala Phe Ile Leu Asp Gln Asp Gly Tyr Tyr Arg
1160 1165 1170

30



10

Leu Pro
1175

Arg

<210> 3

<211> 1989
<212> ADN
<213> Parvovirus porcino

<220>

<221> CDS
<222> (1)..(1989)

<400> 3

atg
Met
1

999
Gly

gtg
val

cca
Pro

ctt
Leu
65

tte
Phe

ttt
Phe

ttt
Phe

ggc
Gly

agt
Ser
145

ttg
Leu

tct
Ser

aag
Lys

agt

Ser

ttg
Leu
50

aaa
Lys

ttt
Phe

tgt
Cys

aaa
Lys

ttg
Leu
130

aat
Asn

tct
Ser

cag
Gln

att
Ile

acc
Thr
35

gct
Ala

gag
Glu

caa
Gln

att
Ile

gce
Ala
115

act
Thr

gat
Asp

gag
Glu
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Glu His Val Trp Ser Ala Arg Glu Arg Ile Arg Ser Lys
1185

acc
Thr

cct
Pro
20

cgt
Arg

gca
Ala

gtc
vVal

ttg
Leu

agt
Ser
100

att
Ile

ttt
Phe

gag
Glu

tgt
Cys

ttc
Phe

999
Gly

aat
Asn

ggt
Gly

cgg
Arg

gag
Glu

gtt
Val

gag
Glu

ttt
Phe

ggc
Gly

gtg
val
165

tgg
Trp

gtg
Val

999
Gly

gtc
Val

aag
Lys
70

aaa
Lys

gct
Ala

cgt
Arg

act
Thr

ttt
Phe
150

tat
Tyr

acg
Thr

act
Thr

caa
Gln

tta
Leu
55

gtg
vVal

gtt
val

gct
Ala

cga
Arg

cct
Pro
135

att
Ile

gcg
Ala

1180

ggt
Gly

cct
Pro

aag
Lys
40

cag
Gln

tgc
Cys

gat
Asp

ggc
Gly

gtt
val
120

cat

His

gtg
val

tgg
Trp

att
Ile

gag
Glu
25

tgg
Trp

999
Gly

cgg
Arg

tce
Ser

act
Thr
105

tce

Ser

aaa
Lys

aat
Asn

act
Thr

tgc
Cys
10

cgg
Arg

ccg
Pro

gag
Glu

ctg
Leu

aaa
Lys
90

cct
Pro

ttt
Phe

aat
Asn

tat
Tyr

aat
Asn
170

31

agg
Arg

tat
Tyr

aaa
Lys

gce
Ala

ccg
Pro
75

g99
Gly

aga
Arg

tac
Tyr

aag
Lys

ctt
Leu
155

atg
Met

ctt
Leu

att
Ile

gtt
val

ctt
Leu
60

caa
Gln

ggt
Gly

gat
Asp

tac
Tyr

cat
His
140
ctt

Leu

gat
Asp

ttc
Phe

tat
Tyr

999
Gly
45

ttec
Phe

gac
Asp

ctt
Leu

gtg
Val

ttt
Phe
125

ggt
Gly

aaa
Lys

999
Gly

cct
Pro

gct
Ala
30

acc
Thr

cgt
Arg

ccc
Pro

cac
His

tct
Ser
110

ggt
Gly

gct
Ala

aaa
Lys

gtg
val

gat
Asp
15

gta
val

gag
Glu

gag
Glu

cat
His

ctt
Leu

tcg
Ser

gta
Val

tgg
Trp

ttg
Leu

att
Ile
175

att
Ile

aac
Asn

999
Gly

acc
Thr

ctt
Leu
80

cat
His

atg
Met

gag
Glu

aag
Lys

cct
Pro
160

ggc
Gly

438

96

144

192

240

288

336

384

432

480

528



gat
Asp

caa
Gln

gct
Ala

gat
Asp
225

tac
Tyr

ctt
Leu

agt
Ser

999
Gly

gct
Ala
305

tgg
Trp

cct
Pro

gct
Ala

caa
Gln

aca
Thr
385

gta
val

cct
Pro

gcc
Ala

gat
Asp

acg
Thr
210

gtg
val

tct
Ser

aga
Arg

cte
Leu

gat
Asp
290

atg
Met

tct
Ser

gct
Ala

gcc
Ala

gac
Asp
370

gag
Glu

aga
Arg

ttt
Phe

tgt
Cys

cag
Gln
195

ggt
Gly

act
Thr

tte
Phe

gct
Ala

tgt
Cys
275

cct
Pro

aat
Asn

atg
Met

aca
Thr

agt
Ser
355

att
Ile

gat
Asp

gtt
Val

att
Ile

ctg
Leu
180

gga
Gly

gat
Asp

acg
Thr

ctt
Leu

gcg
Ala
260

aaa
Lys

gag
Glu

aat
Asn

cgc
Arg

acc
Thr
340

tat
Tyr

gtg
val

gtg
val

gac
Asp

att
Ile

aat
Asn

gtc
Val

aaa
Lys

gag
Glu

gct
Ala
245

aat
Asn

ttt
Phe

ttg
Leu

tac
Tyr

caa
Gln
325

ggt
Gly

999
Gly

aat
Asn

gtt
val

cgce
Arg
405

aca
Thr

gaa
Glu

att
Ile

atg
Met

cgc
Arg
230

acc
Thr

cag
Gln

gce
Ala

tect
Ser

tgc
Cys
310

acg
Thr

aaa
Lys

tgt
Cys

gtg
val

gaa
Glu
390

aaa

Lys

tcc
Ser

gat
Asp

aaa
Lys

ttg
Leu
215

cga
Arg

cca
Pro

cgt
Arg

agt
Ser

tca
Ser
295

cct
Pro

ggt
Gly

acc
Thr

gtt
val

caa
Gln
375

tgt
Cys

tgt
Cys

aat
Asn
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aag
Lys

gag
Glu
200

agt
Ser

tgg
Trp

gct
Ala

att
Ile

gaa
Glu
280

gac
Asp

gat
Asp

aag
Lys

aat
Asn

aac
Asn
360

ctg

Leu

gct
Ala

atg
Met

acg
Thr

cge
Arg
185

ctc
Leu

gtg
Val

gag
Glu

ggc
Gly

gtg
val
265

aag
Lys

aac
Asn

atg
Met

aga
Arg

tta
Leu
345

tgg
Trp

ggt
Gly

aag
Lys

caa
Gln

gat
Asp

agg
Arg

act
Thr

gtg
Vval

gaa
Glu

act
Thr
250

agc
Ser

gag
Glu

aat
Asn

gcc
Ala

aac
Asn
330

gca

Ala

aat
Asn

tgg
Trp

gca
Ala

tct
Ser
410

atg
Met

32

gaa
Glu

gct
Ala

gat
Asp

ata
Ile
235

cat
His

act
Thr

ctt
Leu

agg
Arg

agt
Ser
315

agt
Ser

agt
Ser

aac
Asn

tgg
Trp

ttg
Leu
395

gcg
Ala

tgc
Cys

ttg
Leu

cct
Pro

tgg
Trp
220

tcg
Ser

ttg
Leu

aaa
Lys

cgt
Arg

atc
Ile
300

atg
Met

att
Ile

gct
Ala

gca
Ala

gag
Glu
380

cta
Leu

gaa
Glu

ctt
Leu

ttg
Leu

act
Thr
205

atg
Met

gct
Ala

gct
Ala

cct
Pro

gct
Ala
285

tat
Tyr

att
Ile

tgg
Trp

att
Ile

aat
Asn
365

gaa

Glu

999
Gly

gtg
Val

gtt
val

tect
Ser
190

ttt
Phe

tgt
Cys

gcg
Ala

aaa
Lys

ctt
Leu
270

ttt
Phe

tac
Tyr

ttc
Phe

ctg
Leu

gca
Ala
350

ttc
Phe

gga
Gly

gga
Gly

caa
Gln

tct
Ser

gag
Glu

aaa
Lys

gat
Asp

tcc
Ser

cag
Gln
255

ggt
Gly

caa
Gln

tta
Leu

ttt
Phe

ttt
Phe
335

cat
His

ccg
Pro

aag
Lys

agt
Ser

tct
Ser
415

caa
Gln

cgt
Arg

gct
Ala

aat
Asn

ctg
Leu
240

tgt
Cys

ttg
Leu

aat
Asn

ttt
Phe

tgg
Trp
320

gga
Gly

act
Thr

ttt
Phe

atg
Met

aat
Asn
400

cct

Pro

ggc
Gly

576

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1296



agt

Ser

aaa
Lys

gaa
Glu
465

aag
Lys

tcc
Ser

gct
Ala

atg
Met

gag
Glu
545

tct
Ser

cct
Pro

gcg
Ala

ccc
Pro

cca
Pro
625

cct

Pro

gat
Asp

<210> 4
<211> 662

tac
Tyr

ttt
Phe
450

gat
Asp

cat
His

ttg
Leu

aag
Lys

acg
Thr
530

tat
Tyr

cct
Pro

cgc
Arg

ggt
Gly

gaa
Glu
610

caa
Gln

gaa
Glu

cte
Leu

<212> PRT
<213> Parvovirus porcino

atc
Ile
435

gag
Glu

gaa
Glu

gcg
Ala

cca
Pro

tct
Ser
515

tgt
Cys

ttt
Phe

gtg
Val

aaa
Lys

aaa
Lys
595

gaa
Glu

ctg
Leu

gac
Asp

att
Ile

420

agt
Ser

ttt
Phe

gtc
Val

tac
Tyr

tat
Tyr
500

cct
Pro

cce
Pro

cct
Pro

agg
Arg

aaa
Lys
580

gtt
val

aaa
Lys

tac
Tyr

gag
Glu

gct
Ala
660

ttt
Phe

aac
Asn

gtg
Val

atg
Met
485

aag
Lys

tct
Ser

cct
Pro

cca
Pro

gag
Glu
565

caa
Gln

cct
Pro

gaa
Glu

tgg
Trp

agt
Ser
645

gaa
Glu

gag
Glu

cat
His

gce
Ala
470

aga
Arg

ccc
Pro

cece
Pro

gat
Asp

gat
Asp
550

tct
Ser

cgg
Arg

gtg
val

aaa
Lys

gac
Asp
630

acc

Thr

cag
Gln

ES 2771850 T3

cac
His

gtt
Val
455

tte
Phe

aag
Lys

cct
Pro

tct
Ser

cct
Pro
535

act

Thr

tgt
Cys

aag
Lys

gtg
Val

gag
Glu
615

cta
Leu

cag
Gln

tag

cag
Gln
440

ctt
Leu

tte
Phe

gcec
Ala

acg
Thr

gct
Ala
520

gtc
Val

cct
Pro

ccc
Pro

agc
Ser

gtt
val
600

gaa
Glu

act
Thr

ttt
Phe

425

cag cct
Gln Pro

cct ggce
Pro Gly

aga aat
Arg Asn

cag ctt
Gln Leu
490

ggt gaa
Gly Glu
505

tct cge
Ser Arg

cag gac
Gln Asp

cca gtg
Pro Val

tcg cca
Ser Pro
570

aag cat
Lys His
585

gtg ggt
Val Gly

gtt tcec
Val Ser

ctc agt
Leu Ser

cct gac
Pro Asp
650

33

ctc
Leu

aat
Asn

ggt
Gly
475

ttt
Phe

tta
Leu

cge
Arg

gat
Asp

gat
Asp
555

999
Gly

tgc
Cys

gat
Asp

gtg
Val

caa
Gln
635

gac
Asp

cag
Gln

tte
Phe
460

gct
Ala

gct
Ala

gtg
val

agt
Ser

cce
Pro
540

tgt
Cys

cct
Pro

tce
Ser

tect
Ser

999
Gly
620

tcc
Ser

gct
Ala

gat
Asp
445

ggc
Gly

tat
Tyr

cte
Leu

tgt
Cys

gtg
Vval
525

gct
Ala

cct
Pro

tgc
Cys

ttg
Leu

gac
Asp
605

gaa
Glu

gac
Asp

gtg
Val

430

aga
Arg

ctc
Leu

aat
Asn

ggt
Gly

ata
Ile
510

aga
Arg

gaa
Glu

tgt
Cys

cct
Pro

tct
Ser
590

tca

Ser

tcc
Ser

gtt
val

gac
Asp

atg
Met

att
Ile

gtg
val

cca
Pro
495

gac
Asp

aat
Asn

ctg
Leu

cct
Pro

acc
Thr
575

gtc
Val

gte
Val

cag
Gln

cct
Pro

gct
Ala
655

att
Ile

tct
Ser

ttg
Leu
480

gct
Ala

caa
Gln

tgg
Trp

gac
Asp

att
Ile
560

cct
Pro

tct
Ser

cce
Pro

gat
Asp

gtg
val

640

tct
Ser

1344

1392

1440

1488

1536

1584

1632

1680

1728

1776

1824

1872

1920

1968

1989



<400> 4

Met

Gly

Val

Pro

Leu

65

Phe

Phe

Phe

Gly

Ser

145

Leu

Asp

Gln

Ala

Ser

Lys

Ser

Leu

50

Lys

Phe

Cys

Lys

Leu

130

Asn

Ser

Ala

Asp

Thr
210

Gln

Ile

Thr

35

Ala

Glu

Gln

Ile

Ala

115

Thr

Asp

Glu

Cys

Gln

195

Gly

Thr

Pro

20

Arg

Ala

Val

Leu

Ser

100

Ile

Phe

Glu

Cys

Leu

180

Gly

Asp

Phe

Gly

Asn

Gly

Arg

Glu

85

val

Glu

Phe

Gly

vVal

165

Asn

Val

Lys
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Trp

Val

Gly

Val

Lys

70

Lys

Ala

Arg

Thr

Phe

150

Tyr

Glu

Ile

Met

Thr

Thr

Gln

Leu

55

Val

Val

Ala

Arg

Pro

135

Ile

Ala

Asp

Lys

Leu
215

Gly

Pro

Lys

40

Gln

Cys

Asp

Gly

val

120

His

val

Trp

Lys

Glu

200

Ser

Ile

Glu

25

Trp

Gly

Arg

Ser

Thr

105

Ser

Lys

Asn

Thr

Arg

185

Leu

Val

34

Cys

10

Arg

Pro

Glu

Leu

Lys

90

Pro

Phe

Asn

Tyr

Asn

170

Arg

Thr

Val

Arg

Tyr

Lys

Ala

Pro

75

Gly

Arg

Tyr

Lys

Leu

155

Met

Glu

Ala

Asp

Leu

Ile

Val

Leu

60

Gln

Gly

Asp

Tyr

His

140

Leu

Asp

Leu

Pro

Trp
220

Phe

Tyr

Gly

45

Phe

Asp

Leu

vVal

Phe

125

Gly

Lys

Gly

Leu

Thr

205

Met

Pro

Ala

30

Thr

Arg

Pro

His

Ser

110

Gly

Ala

Lys

Val

Ser

190

Phe

Cys

Asp

val

Glu

Glu

His

Leu

95

Ser

val

Trp

Leu

Ile

175

Glu

Lys

Asp

Ile

Asn

Gly

Thr

Leu

80

His

Met

Glu

Lys

Pro

160

Gly

Arg

Ala

Asn



Asp

225

Tyr

Leu

Ser

Gly

Ala

305

Trp

Pro

Ala

Gln

Thr

385

Val

Pro

Ser

Lys

Glu
465

val

Ser

Arg

Leu

Asp

290

Met

Ser

Ala

Ala

Asp

370

Glu

Arg

Phe

Tyr

Phe

450

Asp

Thr

Phe

Ala

Cys

275

Pro

Asn

Met

Thr

Ser

355

Ile

Asp

Val

Ile

Ile

435

Glu

Glu

Thr

Leu

Ala

260

Lys

Glu

Asn

Arg

Thr

340

Tyr

val

Val

Asp

Ile

420

Ser

Phe

Val

Glu

Ala

245

Asn

Phe

Leu

Tyr

Gln

325

Gly

Gly

Asn

Val

Arg

405

Thr

Phe

Asn

Val
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Arg

230

Thr

Gln

Ala

Ser

Cys

310

Thr

Lys

Cys

val

Glu

390

Lys

Ser

Glu

His

Ala
470

Arg

Pro

Arg

Ser

Ser

295

Pro

Gly

Thr

Val

Gln

375

Cys

Cys

Asn

His

Val

455

Phe

Trp

Ala

Ile

Glu

280

Asp

Asp

Lys

Asn

Asn

360

Leu

Ala

Met

Thr

Gln

440

Leu

Phe

Glu

Gly

Val

265

Lys

Asn

Met

Arg

Leu

345

Trp

Gly

Lys

Gln

Asp

425

Gln

Pro

Arg

35

Glu

Thr

250

Ser

Glu

Asn

Ala

Asn

330

Ala

Asn

Trp

Ala

Ser

410

Met

Pro

Gly

Asn

Ile

235

His

Thr

Leu

Arg

Ser

315

Ser

Ser

Asn

Trp

Leu

395

Ala

Cys

Leu

Asn

Gly
475

Ser

Leu

Lys

Arg

Ile

300

Met

Ile

Ala

Ala

Glu

380

Leu

Glu

Leu

Gln

Phe

460

Ala

Ala

Ala

Pro

Ala

285

Tyr

Ile

Trp

Ile

Asn

365

Glu

Gly

Val

Val

Asp

445

Gly

Tyr

Ala

Lys

Leu

270

Phe

Tyr

Phe

Leu

Ala

350

Phe

Gly

Gly

Gln

Ser

430

Arg

Leu

Asn

Ser

Gln

255

Gly

Gln

Leu

Phe

Phe

335

His

Pro

Lys

Ser

Ser

415

Gln

Met

Ile

Val

Leu

240

Cys

Leu

Asn

Phe

Trp

320

Gly

Thr

Phe

Met

Asn

400

Pro

Gly

Ile

Ser

Leu
480
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15

20

Lys

Ser

Ala

Met

Glu

545

Ser

Pro

Ala

Pro

Pro

625

Pro

Asp

<210>5

<211> 17
<212> ADN

His

Leu

Lys

Thr

530

Tyr

Pro

Arg

Gly

Glu

610

Gln

Glu

Leu

Ala

Pro

Ser

515

Cys

Phe

Val

Lys

Lys

595

Glu

Leu

Asp

Ile

<213> Parvovirus porcino

<400> 5

ctacatctgc gcctgac

<210>6
<211> 18
<212> ADN

<213> Parvovirus porcino

<400> 6

gtggtgagaa ggcaagac

<210>7
<211> 20

Tyr

Tyr

500

Pro

Pro

Pro

Arg

Lys

580

Val

Lys

Tyr

Glu

Ala
660

Met

485

Lys

Ser

Pro

Pro

Glu

565

Gln

Pro

Glu

Trp

Ser

645

Glu

ES 2771850 T3

Arg

Pro

Pro

Asp

Asp

550

Ser

Arg

Val

Lys

Asp

630

Thr

Gln

Lys

Pro

Ser

Pro

535

Thr

Cys

Lys

Val

Glu

615

Leu

Gln

Ala

Thr

Ala

520

val

Pro

Pro

Ser

Val

600

Glu

Thr

Phe

Gln

Gly

505

Ser

Gln

Pro

Ser

Lys

585

Val

Val

Leu

Pro

36

Leu

490

Glu

Arg

Asp

val

Pro

570

His

Gly

Ser

Ser

Asp
650

Phe

Leu

Arg

Asp

Asp

555

Gly

Cys

Asp

vVal

Gln

635

Asp

17

18

Ala

Val

Ser

Pro

540

Cys

Pro

Ser

Ser

Gly

620

Ser

Ala

Leu

Cys

vVal

525

Ala

Pro

Cys

Leu

Asp

605

Glu

Asp

val

Gly

Ile

510

Arg

Glu

Cys

Pro

Ser

590

Ser

Ser

Val

Asp

Pro

495

Asp

Asn

Leu

Pro

Thr

575

Val

Val

Gln

Pro

Ala
655

Ala

Gln

Trp

Asp

Ile

560

Pro

Ser

Pro

Asp

Val

640

Ser
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37

<212> ADN

<213> Parvovirus porcino

<400>7

tgttgagtgt ggtggattgg 20

<210>8

<211>19

<212> ADN

<213> Parvovirus porcino

<400> 8

aaggaagctg gaccgagag 19

<210>9

<211> 24

<212> ADN

<213> Parvovirus porcino

<400> 9

cacgagctag agcgtgctaa acag 24

<210>10

<211> 5999

<212> ADN

<213> Parvovirus porcino

<400> 10
ttaatggacc aataggattt acttctgectt tttagggtat aaaagttcgt acttctgett 60
tttcecctcat tctgtgettg ggagectgatce tgtttagatc tttttgette tetgegecga 120
aagcctctgt attatgtctc agaccttctg gacgggtatt tgcaggcecttt tccctgatat 180
tgggaagatt cctggggtga ctcctgagceg gtatatttat gctgtaaacg tgagtacccg 240
taatgggcaa aagtggccga aagttgggac cgaggggcca ttggctgcag gtgtcttaca 300
gggggaggcce cttttcegtg agacccttaa agaggtccgg aaggtgtgcc ggctgecgea 360
agacccccat cttttettte aattggagaa agttgattcc aaagggggtc ttcaccttca 420
tttttgtatt agtgttgctg ctggcactcc tagagatgtg tcttcgatgt ttaaagccat 480
tgagcgtcga gtttcctttt actactttgg tgtagagggc ttgacttttt ttactcctca 540
taaaaataag catggtgctt ggaagagtaa tgatgagggc tttattgtga attatcttct 600
taaaaaattg cctttgtctg agtgtgtgta tgecgtggact aatatggatg gggtgattgg 660
cgatgcectgt ctgaatgaag ataagcgcag ggaattgttg tctgagcgtc aagatcaggg 720
agtcattaaa gagctcactg ctcctacttt taaagctget acgggtgata aaatgttgag 780



tgtggtggat
ggctgegtcce
tcttagagcet
atttgccagt
caacaatagg
gattttcttt
acctgctaca
tgggtgtgtt
gggttggtgg
agggggaagt
tccttttatt
ttttgagcac
tcctggecaat
ttataatgtg
ttcettgeca
ttctecectet
ccaggacgat
tccttgtect
tcctegeaaa
tcctgtggtg
agtttcecgtg
cgacgttcct
tgatctcatt
ctttgttaag
tgccagaacg
caactgttaa
attatagtga
ccggtgttca
ccaaattttg
cgtccaccca
ctcatcatca

ataggattgt

tggatgtgtg
ctgtactctt
gcgaatcagce
gaaaaggagc
atctattact
tggtggtcta
accggtaaaa
aactggaata
gaggaaggaa
aatgtaagag
attacatcca
cagcagcctc
ttcggectca
ttgaagcatg
tataagcccce
gcttectegee
ccegetgaac
atttctcctg
aaacaacgga
gttgtgggtg
ggggaatccce
gtgcctgaag
gctgaacagt
ggagagactt
tccttctace
atttgataaa
ctggtatgtc
gggttttaaa
ccccatacaa
gatcggtgag
ggaggtgagg

caccttatta

ES 2771850 T3

ataatgatgt
tcettgcetac
gtattgtgag
ttegtgettt
tatttgctat
tgcgccaaac
ccaatttagce
acgcaaattt
agatgacaga
ttgaccgcaa
atacggatat
tccaggatag
tttctgaaga
cgtacatgag
ctacgggtga
gcagtgtgag
tggacgagta
tgagggagtc
agagcaagca
attctgactc
aggatccaca
acgagagtac
agttaaggta
gaaaggtata
ttagcatctt
ccctatcagg
tggcatggag
actaggtgtg
aatttttggg
agtgtttcat
gatgctgatg

agaaaagttt

gactacggag
cccagcectgge
cactaaacct
tcaaaatggg
gaataattac
gggtaagaga
aagtgctatt
cccgtttcaa
ggatgtggtt
atgtatgcaa
gtgcecttgtt
aatgattaaa
tgaagtcgtg
aaaggcccag
attagtgtgt
aaattggatg
ttttccteeca
ttgtcectceg
ttgctecttg
agtccceccecece
actgtactgg
ccagtttecct
tgagcegttce
aggatcgagt
attttagtaa
atgtagatag
aggacagacc
agggggggct
atcagttcge
ggagtgatca
aagttacttc

attgggctaa

38

cgccgatggg
actcatttgg
cttggtttga
gatcctgagt
tgccctgata
aacagtattt
gcacatactg
gacattgtga
gaatgtgcta
tctgecggaag
tctcaaggca
tttgagttta
gccttettceca
ctttttgcetce
atagaccaag
acgtgtcccce
gatactcctce
ccagggcctt
tctgtectetg
gaagaaaaag
gacctaactc
gacgacgctg
tactcaaaga
taaatattat
agacccacct
attctggttt
tcctagattt
tcctttaatg
taattttgat
ttttggaagt
cgagcggcag

gcagtggtct

aggaaatatc
ctaaacagtg
gtctctgtaa
tgtcttcaga
tggccagtat
ggctgtttgg
ctgccagtta
atgtgcaact
aggcattgcet
tgcaatctcc
gttacatcag
accatgttct
gaaatggtgc
tcggteccage
ctaagtctcce
ctgatcctgt
cagtggattg
gccctaccecece
cgggtaaagt
aaaaagagga
tcagtcaatc
tggacgcecttce
gatctttggt
ggtattttgg
ccagatccte
ccaacagacg
accgagcatt
cccagtgatce
gaggggtctc
cccgateeccet
caatataaaa

gggaaattac

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

2640

2700



aaattaatgt
tggacgctga
aagcattttc
ctggtgaaac
ctcaagaaaa
tgtcaagtcce
tgcttecctaa
agaagcctat
caaaacctcc
ttcctectte
agaaacaaga
gaggaggcct
gcaagcctge
gtcttaaaca
atgagattat
tagtgaggag
agtctattcet
acagaacaga
gatcteccteg
tacctgggac
ggactgagga
ctgcttcaaa
aatctcttgt
gatgtctcat
ccggagtggt
tttctectte
ttaaagttac
ctacagttca
acccctatgt

ataatcttcce

gtatgggcgg

tcctteecte
taattggcgt
ctgtgttcca
ggatccegece
agaacaggcg
tgattctgeca
aactgatccc
tatctctaag
tagcceccgat
tacatctgeg
ggaagatgag
cgtecttgect
tgaccccegtt
tggagactgg
caaagctcett
tatttggaag
ccctecttea
agatccagaa
gcecttetgga
taaagttcca
ggggatggac
taactctggt
atccggetgt
ttcaccctgg
ctacgagacc
tgcttggcag
catccagtct
ggattcccag
gatgggaggg
caagtattct

ttcagggtac
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gaaagccttt
cagaatttgt
gatccttecca
tcttttgcaa
cagacgcctt
tcgatctece
cttcaggaag
ggtgcaggcg
caccctaaag
cctgacgecag
ctcatgcaca
tctcaccact
gatgaatctt
ccatacctgt
catagtcatg
gctaaggage
gatttatcta
actccagggg
tcaactgaag
gtagacccat
atatcttcett
cttgettgtg
cagtttggta
cctgataaat
ccttggtget
aggcttttgg
ttagttttta
tcagccacca
ggtcaaaaaa
tacagaaccce

actttcaaat

atgagcagat
tagctgctaa
cgtgcgatgt
aatacttatg
ctttgtectcee
aacctcccce
cagggcccat
gtggagggtc
atcccccccece
aaaagcacga
gaatcaaatc
acactggtcc
ctgcgagaca
gggggaagga
tcaaagtggg
tcttaacaga
aagttcctct
agactagagg
acgggggagg
ctgccaccac
gctgtccagg
ggggtggggyg
aaaactctgt
actgttgtte
attatgatct
aggattatga
aagatgtctg
ttgctatett
cagttccggg
ttggttcagt

ccaatcaaga

39

ccecctatatg
aactctgcga
cacaatctcc
ttcecttgta
atctaaacaa
tgaaagtcac
tcecegetece
ttetggette
tcctectect
gctagagcegt
aggagaagga
tagaaatcct
tgacatcagg
cttggataat
aacccaattg
acctgtgtat
tcctcattee
aactggatca
tccttettee
gtccgaageca
ggggatttct
gggtactaat
gatcacttca
ttctgcectecac
gaacgtcatc
tgcctttecga
tcaaggtgca
tgaggataaa
tcacttgecece
caaagaaagt

tacggaattg

ctagcctata
accactttgg
acacccctat
tgcaacaggt
gaagggcaga
aaggatagac
cccacagcectce
ataatccctc
ccctetccaa
gctaaacagg
gaaggagaac
gtcccagetg
tatgggcaac
gctcagcgag
gcagggaata
gagctgttaa
caacagacag
gacagtcctc
gagtccagat
aagaggcaga
gcttctgggg
ttagggacag
tcttttagac
gatcttattce
tcagcacatt
cctaaatccce
gaaaaacaaa
gactatgact
ggtcaacctt
aatagggcca

tttctgettg

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

4560



aaacacatga
caaacgatct
accccctceta

ttttagatgg

ggctgccagg
cagggaggag
cccatagaac
gtgccgcetca
gacccgatgg
atcctcatca
atcaacgtca
gttatgggga
gtagttgcac
atgtggacat
ccccacccca
gcagaccggc
ttaccatggt
cgcccatcag
actaccgtct
gcccccagcea
ttttggctcce
caattgctga
tctgagtaac
tcctettttt

1

tgccactcett
tcctttegaa
tcagcagagg
agatttttac
acagaggttg
tggggttcat
acatgaagag
tagacccacc
ttccaccgtg
ggaaccctgg
aaaaggtttt
cggggatgtt
agaaaagtcc
ggtctatgga
tgtatttctce
tcaatctggt
atgggaagtt
cattcctgtt
cccagaacat
atacacttac
gcctactgta
tgtaattcgt
accacctatg

tgattggatt
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attcgaggcg
aatttgactc
atcactgtca
tcteetttte
attcagggca
cctaatgatt
aggatctaca
cttcagcecceg
gtcacggcta
agtgatctca
cagcaacccg
accattccaa
cctgectgtt
gaacacacac
aggatgcttg
cagaccttca
aagcctagac
ggtcagtctg
gtctggtctg
tacagtattg
tggcccatgt
gttgtaattc
acatcatata

tacgcaatat

ggggtacttt
agtatccttg
tgtcaggttc
ggttcaaagg
aattcataga
ttcacacaag
gtctagatac
gacctaggac
atgcgtgtge
atgtcagaca
gggaccctct
aagaagagtc
tagagtccca
ccectettge
ctcaagaggg
tcaatcaata
ccaagtccat
gtcctgettt
ccagggaacg
atgtgtcagg
aaacgcatct
ttgtttgaaa
aatttgatta

cacaattcta

40

tgagcagtac
ggatatccgce
tgacagagat
tcatgataga
tacgcaccca
gggcgatggt
aggtcttgcet
tctgtctcat
ttacgcttac
taccatgtat
tcatattcga
cttatggcct
gatttggtgt
tttatggggt
tcctectaat
tggtcagttt
caagcaatgg
cattctcgat
tatccgeage
cattctggtt
attatgaaaa
agcgcatatt
cgtaacttcc

gcagttatct

tatgaatttc
cgtcaggata
acggtaggca
cccgecatgt
atacccaata
catggtgaca
gctatgccac
gccgtacgceca
acccaggaga
aggttagcct
acccatgcett
actgttctgg
aaaacaccaa
atgcatgctc
gtcagtactt
ctcctetgtt
aatccacgtc
caagatggct
aaacgctagt
gattgtttta
taaaatacgt
ttcttgeegg

tectttttact

gagcgggct

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

5999
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REIVINDICACIONES

1. Una vacuna para combatir el parvovirus porcino asociado al SHI en cerdos, caracterizado por que dicha vacuna
comprende una cantidad inmunogénicamente eficaz de una proteina de la capside (CP) codificada por un fragmento
de ADN que comprende un gen que codifica la CP, en donde la secuencia de nucleétidos de dicho gen tiene un nivel
de identidad de al menos el 80 % con la secuencia de nucleétidos del gen de la CP tal como se representa en la
SEQ ID NO: 1 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

2. Un kit de prueba de diagndstico, caracterizado por que dicho kit de prueba comprende un conjunto de cebadores
de PCR tal como se representa en las SEQ ID NO: 5 y 6 que es especificamente reactivo con una region del gen de
la proteina de la capside del parvovirus porcino asociado al SHI o un conjunto de cebadores tal como se representa
en las SEQ ID NO: 7 y 8 que es especificamente reactivo con una region del gen de la NS1 del parvovirus porcino
asociado al SHI.

41
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Figura 3
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