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DESCRIPCION

Composicion vacunal preparada a partir de secuencias de circovirus de tipo B asociado con la enfermedad del
adelgazamiento del lech6n (MAP)

La invencién tiene por objeto una composicién vacunal obtenida a partir de la secuencia ORF'2 de la secuencia
gendmica y de las secuencias nucleotidicas que codifican para unos polipéptidos de circovirus MAP de tipo B. La
invencion comprende asimismo unas composiciones farmacéuticas, en particular vacunales, para la prevencion y/o
el tratamiento de infecciones viricas por circovirus MAP de tipo B.

Se ha descrito ampliamente la enfermedad del adelgazamiento del lech6on (MAP) o también denominada
decaimiento fatal del lechon (DFP) en América del Norte (Harding, J.C., 1997), y unos autores han relatado la
existencia de una relacion entre esta patologia y la presencia de circovirus porcino (Daft, B. et al., 1996; Clark, E.G.,
1997; Harding, J.C., 1997; Harding, J.C. y Clark, E.G., 1997; Nayar, G.P. et al., 1997). Ya se ha demostrado un
circovirus porcino en unos cultivos celulares derivados del cerdo establecidos en linea e infectados cronicamente
(Tischer, I., 1986, 1988, 1995; Dulac, G.C., 1989; Edwards, S., 1994; Allan, G.M., 1995 y McNeilly, F., 1996). Este
virus, durante una infeccién experimental de lechones, no resultaba ser patégeno para el cerdo (Tischer, I., 1986,
Horner, G.W., 1991) y se ha determinado y caracterizado su secuencia nucleotidica (Tischer, I., 1982; Meehan, B.
M. et al., 1997; Mankertz, A., 1997). El circovirus porcino, denominado virus PCV, pertenece al género circovirus de
la familia de los circoviridae (Murphy, F.A. et al., 1995) cuyo virion posee un ADN circular de tamafio comprendido
entre 1,7 y 2,3 kb, ADN que comprende 3 marcos abiertos de lectura (ORF1 a ORF3), que codifica para una
proteina de replicacion REP implicada en la fase de iniciacion y de terminacién de la replicacion circular
desarrolladora (RCR) (Heyraud-Nitschke, F., et al, 1995; Harding, M.R. et al, 1993; Hanson, S.F. et al., 1995;
Fontes, E.P.B. et al., 1994), que codifica para una proteina de capside (Boulton, L.H. et al., 1997; Hackland, A.F. et
al., 1994; Chu. P.W.G. et al.,, 1993) y que codifica para una proteina no estructural denominada de diseminacion
(Lazarowitz, S.G. et al., 1989).

Se puede citar asimismo el documento Meehan et al. (Journal of General Virology, vol. 79, n® 9, paginas 2171-2179,
1998) que describe el aislamiento de cuatro variantes de circovirus de tipo 2 (PCV2) a partir de cerdos que
presentan el sindrome de la enfermedad del adelgazamiento del lechén. Este documento describe asimismo la
secuencia gendémica completa de estas cuatro variantes asi como las secuencias peptidicas de cuatro ORF (ORF1,
ORF2, ORF3 y ORF4) presentes en estos genomas.

Los autores de la presente invencién han observado que las manifestaciones clinicas perceptibles en el cerdo y
relacionadas con la infeccion por el circovirus MAP, estan muy individualizadas. Estas manifestaciones aparecen en
general en unos cerdos de 8 a 12 semanas de edad, destetados desde 4 a 8 semanas. Las primeras sefales son la
hipotonia sin que se llegue a hablar de postracion. Rapidamente (48 horas) los flancos se ahuecan, se marca la
linea de la espalda, los cerdos “blanquean”. Estas sefiales se acompafian en general de hipertermia, de anorexia y
lo mas frecuentemente de manifestaciones respiratorias (tos, disnea, polipnea). Pueden aparecer asimismo unas
diarreas transitorias. La fase de estado de la enfermedad tarda aproximadamente un mes al final del cual los
porcentajes de mortalidad varian de 5 a 20%. A estas mortalidades conviene afadir una proporcion variable (5-10%)
de animales cadavéricos que ya no pueden presentar ningun futuro econémico. Se debe observar que fuera de este
estado critico de fin de post-destetado, no aparece ninguna anomalia en las ganaderias. En particular, la funcion de
reproduccion se mantiene perfectamente.

En el plano epidemiologico, las primeras manifestaciones de esta patologia han aparecido a principios de 1995 en el
Este del departamento de las Cotes d'Armor en Francia, y las ganaderias afectadas se han acantonado sobre todo
en esta zona del departamento. En diciembre de 1996, no se puede evaluar con precision el nimero de ganaderias
afectadas debido a la ausencia de un método de diagnéstico especifico en laboratorio ni un dispositivo de
epidemiovigilancia del ganado. Basandose en los hechos clinicos asi como en los resultados de examenes
necropsicos suministrados por los veterinarios, se puede estimar este nUmero en varias decenas (80-100). La
contagiosidad de la enfermedad es baja a moderada. Se han sefialado unos casos fuera de la zona inicial y son el
resultado en su mayoria de la transferencia de animales procedentes de ganaderias que conocen el problema. Sin
embargo, una particularidad de la afeccién es su alta persistencia. Asi, unas ganaderias afectadas desde hace un
afno estan todavia afectadas a pesar de la aplicacion masiva de terapéuticos. Las ganaderias con expresion clinica
se reclutan en las diferentes categorias de especializacion (crias-cebadores, post-destetados-cebadores) y
diferentes estructuras econdémicas estan afectadas. Por otro lado, los trastornos aparecen incluso en unas
ganaderias en las que se respetan las reglas de zootecnia.

Se han realizado numerosos examenes necrdpsicos o bien en las ganaderias o bien en el laboratorio. Los
elementos de la tabla relativa a las lesiones son disparatados. Las lesiones macroscopicas mas constantes son la
neumonia que se presenta a veces en cuadricula, asi como una hipertrofia de los ganglios linfaticos. Las demas
lesiones se refieren sobre todo a las visceras toracicas incluyendo en particular la pericarditis y la pleuresia. Pero se
observan asimismo unas artritis y unas Ulceras gastricas. Las lesiones reveladas en el examen histolégico se sittan
esencialmente a nivel pulmonar (neumonia intersticial), ganglionar (deplecion linfoide de los nudos linfaticos, células
gigantes) y renal (glomerulonefritis, vascularitis). Los agentes infecciosos han sido objeto de amplias
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investigaciones. Se ha podido excluir la intervencién de los pestivirus y de la enfermedad de Aujeszky. Los
trastornos aparecen en los ganados SDRP (Sindrome Disgenésico y Respiratorio Porcino, infeccion relacionada con
un arteriovirus) seropositivos, pero no se ha podido establecer la funcion de este Ultimo en la génesis de los
trastornos (la mayoria de las ganaderias de Bretafia son SDRP seropositivas).

Los autores de la presente invencién, con el objetivo de identificar el agente etiolégico responsable de la MAP, han
realizado unas pruebas de “contacto” entre lechones manifiestamente “enfermos” y unos cerdos EOPS (Exentos de
Organismos Patégenos Especificos) del CNEVA (Centro Nacional de Estudios Veterinarios y Alimenticios, Francia).
Estas pruebas han permitido observar el desarrollo en los animalarios protegidos de las manifestaciones
comparables con las observadas en ganaderias. Las manifestaciones discretas tales como la hipertermia moderada,
la anorexia y la diarrea intermitente, han aparecido después de una semana de contacto. Se debe observar que el
virus SDRP Uunicamente se ha difundido posteriormente a las manifestaciones clinicas. Por otro lado, unas
inoculaciones de triturados de érganos de animales enfermos a unos cerdos sanos ha permitido reproducir unas
manifestaciones parecidas a las observadas en las ganaderias, con, sin embrago, una incidencia menos fuerte
relacionada con las condiciones favorables de mantenimiento de los animales en las instalaciones experimentales.

Asi, los autores de la presente invencidén han podido demostrar que las manifestaciones patolégicas se presentan
como una entidad bien definida que afecta al cerdo en un estadio particular de su crecimiento.

No se ha descrito nunca esta patologia en Francia. Sin embargo, unas informaciones dispersas en particular
canadienses relatan unos hechos parecidos.

Los trastornos no se pueden controlar mediante las terapias existentes.
Los datos recogidos tanto en ganaderias como en experimentaciones han permitido resaltar los siguientes puntos:

- la enfermedad MAP es transmisible pero su contagiosidad es poco elevada,
- su origen etiol6gico es de naturaleza infecciosa y probablemente virica,
- la enfermedad MAP presenta un caracter persistente en las ganaderias afectadas.

Se desprenden de ello unas consecuencias econémicas considerables para las ganaderias.

Asi, una necesidad importante en la actualidad se refiere a un diagnostico especifico y sensible, de realizacion
practica y rapida, que permite la deteccion precoz de la infeccion. Se desea, por lo tanto, una prueba fiable, sensible
y practica, que permita la distincion entre las cepas de circovirus porcino (PCV).

Por otro lado, una necesidad de tratamiento eficaz, y bien tolerado de las infecciones por circovirus MAP sigue
siendo asimismo deseado, al no estar disponible en la actualidad ninguna vacuna contra el circovirus MAP.

Tratandose del circovirus MAP, se necesitara probablemente comprender el papel de la defensa inmunitaria en la
fisiologia y la patologia de la enfermedad para desarrollar unas vacunas satisfactorias.

Una informacién mas amplia referente a la biologia de estas cepas, sus interacciones con sus hospedantes, los
fendmenos de infectividad asociados y los de escapatoria a las defensas inmunitarias del hospedante en particular, y
por ultimo su implicacién en el desarrollo de las patologias asociadas, permitirda una mejor comprension de estos
mecanismos. Teniendo en cuenta lo anterior, y que muestra en particular las limitaciones de los medios de lucha
contra la infeccion por el circovirus MAP, es por lo tanto primordial en la actualidad por un lado desarrollar unas
herramientas moleculares, en particular a partir de un mejor conocimiento genético del circovirus MAP, pero también
elaborar nuevos tratamientos preventivos y terapéuticos, nuevos métodos de diagndstico y nuevas estrategias
vacunales especificas, eficaces y toleradas. Esto constituye precisamente el objetivo de la presente invencion.

Se describen en la presente memoria las secuencias nucleotidicas del genoma de circovirus MAP de secuencias
SECIDn®1,SEC IDn?2, SEC ID n?9, SEC ID n® 10, o uno de sus fragmentos.

Las secuencias nucleotidicas de secuencias SEC ID n® 1 y SEC ID n® 2 corresponden respectivamente a la
secuencia genémica nucleotidica de la hebra de polaridad (+) y de la hebra de polaridad (-) del circovirus MAP de
tipo A (0 PCVA), estando la secuencia SEC ID n® 2 representada segun la orientaciéon 5' — 3'.

Las secuencias nucleotidicas de secuencias SEC ID n® 9 y SEC ID n® 10 corresponden respectivamente a la
secuencia genémica de la hebra de polaridad (+) y de la hebra de polaridad (-) del circovirus MAP de tipo B (PCVB),
estando la secuencia SEC ID n® 10 representada segun la orientacion 5' — 3'.

Mediante la expresién “secuencia nucleotidica, polinucleétido o acido nucleico” se entiende, segun la presente
invencion, tanto un ADN bicaternario como monocaternario en unas formas monoméricas y diméricas (denominadas
en tandem) como unos productos de transcripcion de dichos ADN.
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Las secuencias nucleotidicas SEC ID n® 1 y SEC ID n® 9 han sido obtenidas mediante secuenciacion del genoma
por el método de Sanger.

Mediante la expresion “fragmento de secuencia nucleotidica” se entendera designar cualquier fragmento
nucleotidico del circovirus MAP, de tipo A o B, de longitud de por lo menos 8 nucleétidos, preferentemente por lo
menos 12 nucleétidos, y mas preferentemente por lo menos 20 nucleétidos consecutivos de la secuencia de la cual
procede.

Mediante la expresion “fragmento especifico de secuencia nucleotidica” se entendera designar cualquier fragmento
nucleotidico del circovirus MAP, de tipo A o B, que presenta, después de la alineacion y de la comparacién con los
fragmentos correspondientes del circovirus porcino conocido, por lo menos un nucleétido o base de naturaleza
diferente. Por ejemplo, los fragmentos nucleotidicos especificos de circovirus MAP de tipo A se pueden determinar
facilmente haciendo referencia a la figura 3 de la presente invencién en la que se ponen en evidencia los nucleotidos
o bases de la secuencia SEC ID n? 1 (circopordfp) que son de naturaleza diferente, después de la alineacion de
dicha secuencia SEC ID n® 1 con las otras dos secuencias de circovirus porcino conocidas (circopormeeh vy
circopormank).

Mediante la expresion “secuencia nucleotidica homdloga” en el sentido de la presente invencion, se entiende una
secuencia nucleotidica que presenta por lo menos un porcentaje de identidad con las bases de una secuencia
nucleotidica segun la invencion de por lo menos 80%, preferentemente 90% y 95%, siendo este porcentaje
puramente estadistico y pudiendo las diferencias entre las dos secuencias nucleotidicas ser repartidas al azar y
sobre toda su longitud.

Mediante la expresion “secuencia nucleotidica homéloga especifica” en el sentido de la presente invencién, se
entiende una secuencia nucleotidica homdloga que presenta por lo menos una secuencia nucleotidica de fragmento
especifico, tal como se ha definido anteriormente. Dichas secuencias homologas “especificas” pueden comprender,
por ejemplo, las secuencias que corresponden a la secuencia gendmica o a las secuencias de sus fragmentos
representativos de variantes de circovirus MAP de tipo A o B. Asi, estas secuencias homologas especificas pueden
corresponder a unas variaciones relacionadas con unas mutaciones en el seno de las cepas de circovirus MAP de
tipo A o B, y corresponder en particular a unos truncamientos, a unas sustituciones, a unas deleciones y/o a unas
adiciones de por lo menos un nucleétido. Dichas secuencias homologas pueden corresponder asimismo a unas
variaciones relacionadas con la degeneracién del cédigo genético.

En la presente descripcion, se entenderd designar mediante circovirus MAP, los circovirus asociados con la
enfermedad del adelgazamiento del lechén (MAP) de tipo A (PCVA) o de tipo B (PCVB), definidos a continuacién por
su secuencia gendmica, asi como los circovirus cuyas secuencias nucleicas son homdlogas a las secuencias de los
circovirus MAP de tipo A o B, tales como en particular los circovirus que corresponden a unas variantes de tipo A o
de tipo B.

Mediante la expresion “secuencia nucleotidica complementaria de una secuencia de la invencién”, se entiende
cualquier ADN cuyos nucleétidos son complementarios de los de la secuencia de la invencion, y cuya orientacion
esta invertida (secuencia antiparalela).

Mediante la expresién “hibridacién en unas condiciones de astringencia con una secuencia nucleotidica segun la
invencion”, se entiende una hibridacién en unas condiciones de temperatura y de fuerza idnica elegidas de tal
manera que permiten el mantenimiento de la hibridacién entre dos fragmentos de ADN complementarios.

A titulo ilustrativo, unas condiciones de fuerte astringencia de la etapa de hibridacién con el fin de definir los
fragmentos nucleotidicos descritos anteriormente, son ventajosamente las siguientes.

La hibridacion se realiza a una temperatura preferida de 65°C en presencia de tampén SSC, 1 x SSC que
corresponde a 0,15 M de NaCl y 0,05 M de citrato de Na. Las etapas de lavado pueden ser por ejemplo las
siguientes:

— 2 x SSC, a temperatura ambiente seguido de 2 lavados a 2 x SSC, 0,5% SDS a 65°C; 2 x 0,5 x SSC, 0,5%
SDS; a 65°C durante 10 minutos cada uno.

Las condiciones de astringencia intermedia, usando por ejemplo una temperatura de 42°C en presencia de un
tampon 2 x SSC, o de baja astringencia, por ejemplo una temperatura de 37°C en presencia de un tampon 2 x SSC,
requieren respectivamente para la hibridacion entre las dos secuencias una complementariedad globpor lo menos
importante.

Las condiciones astringentes de hibridacién descritas anteriormente para un polinucle6tido de tamafo de
aproximadamente 350 bases, seran adaptadas por el experto en la materia para unos oligonucleétidos de tamano
mas grande o mas pequefo, segun las ensefanzas de Sambrook et al, 1989.
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Se describen en la presente memoria unas secuencias nucleotidicas que se pueden utilizar asimismo como cebador
0 sonda en unos métodos que permiten obtener las secuencias homologas, siendo estos métodos tales como la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), la clonacion y la secuenciacion de acido nucleotidico bien conocidos
por el experto en la materia.

Se describen en la presente memoria unas secuencias nucleotidicas que corresponden a unos marcos abiertos de
lectura, denominados secuencias ORF (ORF por “open reading frame”), y que codifican para unos polipéptidos, tales
como, por ejemplo, las secuencias SEC ID n® 3 (ORF1), SEC ID n® 4 (ORF2) y SEC ID n® 5 (ORF3), determinadas a
partir de la secuencia SEC ID n® 1 y de la secuencia SEC ID n? 2, o también las secuencias SEC ID n® 11 (ORF-1),
SEC ID n® 12 (ORF'2) y SEC ID n® 13 (ORF'3), determinadas a partir de la secuencia SEC ID n® 9 y de la secuencia
SEC ID n® 10.

Los fragmentos de secuencia nucleotidica se pueden obtener, por ejemplo, mediante amplificacion especifica, tal
como la PCR, o después de la digestion mediante unas enzimas de restriccion apropiadas de secuencias
nucleotidicas; estos métodos se describen en particular en los trabajos de Sambrook et al., 1989. Dichos fragmentos
representativos se pueden obtener asimismo mediante sintesis quimica cuando su tamafio no es demasiado
importante y segun unos métodos bien conocidos por el experto en la materia.

Mediante la expresién “secuencia nucleotidica modificada” se entendera cualquier secuencia nucleotidica obtenida
mediante mutagénesis segun unas técnicas bien conocidas por el experto en la materia, y que comprenden unas
modificaciones con relacién a las secuencias normales segln la invencién, por ejemplo unas mutaciones en las
secuencias reguladoras y/o promotoras de la expresion de polipéptido, que conducen en particular a una
modificacién del porcentaje de expresion de dicho polipéptido o a una modulacién del ciclo replicativo.

Mediante la expresion “secuencia nucleotidica modificada” se entendera asimismo cualquier secuencia nucleotidica
que codifica para un polipéptido modificado tal como se definira a continuacion.

Se describen asimismo unas secuencias nucleotidicas de circovirus MAP, caracterizadas porque se seleccionan de
entre las secuencias SEC ID n? 3, SEC ID n® 4, SEC ID n® 5, SEC ID n? 11, SEC ID n? 12, SEC ID n® 13, o uno de
sus fragmentos.

En lo que se refiere a la homologia con las secuencias nucleotidicas SEC ID n® 3, SEC ID n® 4, SEC ID n® 5, SEC ID
n® 11, SEC ID n? 12, SEC ID n® 13, o uno de sus fragmentos, se prefieren las secuencias homélogas, en particular
especificas, que presentan un porcentaje de identidad con una de las secuencias SEC ID n® 3, SEC ID n® 4, SEC ID
n®5, SEC ID n? 11, SEC ID n® 12, SEC ID n® 13, 0 uno de sus fragmentos de por lo menos 80%, preferentemente de
90% y de 95%. Dichas secuencias homoélogas especificas pueden comprender, por ejemplo, las secuencias que
corresponden a las secuencias ORF1, ORF2, ORF3, ORF'1, ORF'2 y ORF'3 de variante de circovirus MAP de tipo A
o de tipo B. Estas secuencias homdlogas especificas pueden corresponder de la misma manera a unas variaciones
relacionadas con unas mutaciones en el seno de las cepas de circovirus MAP de tipo A o de tipo B, y corresponder
en particular a unos truncamientos, unas sustituciones, unas deleciones y/o unas adiciones de por lo menos un
nucleétido.

Se describen en la presente memoria los polipéptidos codificados por una secuencia nucleotidica segun la
invencion, preferentemente un polipéptido cuya secuencia esta representada por un fragmento, en particular
especifico, de una de las 6 secuencias de aminoacidos representadas en la figura 2, correspondiendo estas 6
secuencias de aminodcidos a los polipéptidos que pueden ser codificados segun unos de los 3 marcos de lectura
posibles de la secuencia SEC ID n® 1 o de la secuencia SEC ID n® 2, o un polipéptido cuya secuencia esta
representada por un fragmento, en particular especifico, de una de las 6 secuencias de aminoacidos representadas
en la figura 8, correspondiendo estas 6 secuencias de aminoacidos a los polipéptidos que pueden ser codificados
segun uno de los 3 marcos de lectura posibles de la secuencia SEC ID n® 9 o de la secuencia SEC ID n® 10.

Se describen asimismo en la presente memoria los polipéptidos caracterizados porque comprenden un polipéptido
seleccionado de entre las secuencias de aminoacidos SEC ID n? 6, SEC ID n® 7, SEC ID n® 8, SEC ID n® 14, SEC ID
n? 15, SEC ID n® 16, o uno de sus fragmentos.

Se describen asimismo en la presente memoria los polipéptidos de secuencias de aminoacidos SEC ID n® 17, SEC
ID n® 18, SEC ID n® 19 y SEC ID n® 20, siendo estos polipéptidos en particular capaces de reconocer de manera
especifica los anticuerpos producidos durante la infeccion por el circovirus MAP de tipo B. Estos polipéptidos
presentan asi unos epitopos especificos del circovirus MAP de tipo B y pueden, por lo tanto, ser usados en particular
en el campo del diagndéstico o como agente inmundégeno para conferir una proteccién en el cerdo contra la infeccion
por el circovirus MAP, en particular de tipo B.

En la presente descripcion, los términos polipéptido, péptido y proteina son intercambiables.

Los polipéptidos descritos en la presente memoria no se refieren a los polipéptidos en forma natural, es decir, que no
se recogen en su entorno natural sino que se han podido aislar u obtener mediante purificaciéon a partir de fuentes
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naturales, o bien obtenidos mediante recombinacién genética, o también mediante sintesis quimica, y que pueden
comprender entonces unos aminoacidos no naturales, tal como se describira a continuacion.

Mediante la expresion “fragmento polipéptido”, se entiende designar un polipéptido que comprende como minimo 5
aminodcidos, preferentemente 10 aminoacidos y 15 aminoacidos.

Mediante la expresion “fragmento especifico de polipéptido”, se entiende designar, en la presente invencion, un
fragmento de polipéptido codificado por una secuencia nucleotidica de fragmento especifico.

Mediante la expresién “polipéptido homélogo” se entendera designar los polipéptidos que presentan, con relacién al
polipéptido natural, ciertas modificaciones como en particular una delecién, una adiciéon o una sustitucién de por lo
menos un aminoacido, un truncamiento, un alargamiento, una fusién quimérica y/o una mutacion. Entre los
polipéptidos homologos, se prefieren aquéllos cuya secuencia de aminodacidos presenta por lo menos 80%,
preferentemente 90%, de homologia con las secuencias de aminodacidos de los polipéptidos.

Mediante la expresion “polipéptido homdlogo especifico” se entendera designar los polipéptidos homoélogos tales
como se han definido anteriormente y que presentan un fragmento especifico de polipéptido.

En el caso de una sustitucion, se sustituyen uno o varios aminoacidos consecutivos o0 no consecutivos por unos
aminoacidos “equivalentes”. La expresién aminoacido “equivalente” tiende aqui a designar cualquier aminoacido
susceptible de ser sustituido con uno de los amino&cidos de la estructura de base sin modificar sin embargo
esencialmente las actividades biolégicas de los péptidos correspondientes y tales como se definiran a continuacion.

Estos aminoacidos equivalentes pueden ser determinados o bien apoyandose en su homologia de estructura con los
aminoacidos con los que se sustituyen, o bien en unos resultados de ensayos comparativos de actividad biolégica
entre los diferentes polipéptidos susceptibles de ser efectuados.

A titulo de ejemplo, se mencionaran las posibilidades de sustituciones susceptibles de ser efectuadas sin que resulte
de ello ninguna modificacion profunda de la actividad biolégica de los polipéptidos modificados correspondientes, las
sustituciones, por ejemplo, de la leucina por la valina o la isoleucina, del acido aspartico por el acido glutamico, de la
glutamina por la asparagina, de la arginina por la lisina, etc., siendo las sustituciones inversas naturalmente factibles
en las mismas condiciones.

Los polipéptidos homadlogos especificos corresponden asimismo a los polipéptidos codificados por las secuencias
nucleotidicas homoélogas especificas tales como se han definido anteriormente y comprenden asi en la presente
definicion los polipéptidos mutados o que corresponden a unas variantes, que pueden existir en circovirus MAP, y
que corresponden en particular a unos truncamientos, unas sustituciones, unas deleciones y/o unas adiciones de por
lo menos un residuo de aminoacido.

Mediante la expresion “fragmento especifico bioldgicamente activo de un polipéptido”, se entendera designar en
particular un fragmento especifico de polipéptido, tal como se ha definido anteriormente, que presenta por lo menos
una de las caracteristicas de los polipéptidos, en particular porque es:

— capaz de inducir una reaccién de inmunogenicidad dirigida contra un circovirus MAP; y/o
— capaz de ser reconocido por un anticuerpo especifico de un polipéptido seguln la invencién; y/o
— capaz de unirse a un polipéptido o a una secuencia nucleotidica de circovirus MAP; y/o

— capaz de ejercer una actividad fisiologica, incluso parcial, tal como, por ejemplo, una actividad de
diseminacion o estructural (capside); y/o

— capaz de modular, inducir o inhibir la expresion de gen de circovirus MAP o una de sus variantes, y/o capaz
de modular el ciclo de replicacion de circovirus MAP en la célula y/o el organismo hospedante.

Los fragmentos de polipéptido pueden corresponder a unos fragmentos aislados o purificados naturalmente
presentes en un circovirus MAP o corresponder a unos fragmentos que se pueden obtener mediante escision de
dicho polipéptido por una enzima proteolitica tal como la tripsina o la quimiotripsina o la colagenasa, o mediante un
reactivo quimico, tal como el bromuro de cianégeno (CNBr) o también disponiendo dicho polipéptido en un entorno
muy acido, por ejemplo a pH 2,5. Dichos fragmentos polipeptidicos se puede preparar asimismo indiferentemente
mediante sintesis quimica, a partir de hospedantes transformados por un vector de expresién segun la invencion que
contienen un acido nucleico que permite la expresion de dichos fragmentos, dispuesto bajo el control de los
elementos de regulacion y/o de expresion apropiados.

Mediante la expresion “polipéptido modificado” de un polipéptido, se entiende designar un polipéptido obtenido
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mediante recombinacion genética o mediante sintesis quimica tal como se describira a continuacion, que presenta
por lo menos una modificacién con relacién a la secuencia normal. Estas modificaciones podran apoyarse asimismo
sobre unos aminoacidos en el origen de una especificidad, de la patologia y/o de virulencia, o en el origen de la
conformacion estructural, y de la capacidad de insercion membranaria del polipéptido segun la invencién. Asi, se
podran crear unos polipéptidos de actividad equivalente, aumentada o disminuida, y de especificidad equivalente,
mas estrecha, o mas ancha. Entre los polipéptidos modificados, se deben citar los polipéptidos en los que se pueden
modificar hasta 5 aminoacidos, truncados en el extremo N- o C-terminal, o bien delecionados, o bien anadidos.

Tal como se indica, las modificaciones del polipéptido tendran como objetivo en particular:

— hacer que sea capaz de modular, inhibir o inducir la expresion de gen de circovirus MAP y/o capaz de
modular el ciclo de replicacién de circovirus MAP en la célula y/o el organismo hospedante,

—  permitir su incorporacién en unas composiciones vacunales,
— modificar su biodisponibilidad como compuesto de uso terapéutico.

Los métodos que permiten demostrar dichas modulaciones sobre unas células eucariotas o procariotas son bien
conocidos por el experto en la materia. Se entiende asimismo que las secuencias nucleotidicas que codifican para
dichos polipéptidos modificados se podran usar para dichas modulaciones, por ejemplo por medio de vectores segun
la invenciodn y descritos a continuacion, con el fin, por ejemplo, de prevenir o tratar las patologias relacionadas con la
infeccion.

Los polipéptidos modificados anteriores se pueden obtener usando la quimica combinatoria, en la que es posible
hacer variar sistematicamente unas partes de polipéptido antes de ensayarlas sobre unos modelos, cultivos
celulares o microorganismos por ejemplo, para seleccionar los compuestos mas activos o que presentan las
propiedades buscadas.

La sintesis quimica presenta asimismo la ventaja de poder usar:

— unos aminoéacidos no naturales, o
— unas uniones no peptidicas.

Asi, con el fin de mejorar la duracién de vida de los polipéptidos segun la invencién, podra ser interesante usar unos
aminoacidos no naturales, por ejemplo en forma D, o bien unos analogos de aminoacidos, en particular unas formas
azufradas por ejemplo.

Por ultimo, la estructura de los polipéptidos segun la invencion, sus formas homologas especificas 0 modificadas, se
podra integrar en unas estructuras quimicas de tipo polipeptidica u otras. Asi, puede ser interesante prever en los
extremos N y C-terminales unos compuestos no reconocidos por las proteasas.

Se describe en la presente memoria un vector para la clonacién y/o la expresion de una secuencia, caracterizado
porque contiene una secuencia nucleotidica tal como se describe en la invencion.

Los vectores, caracterizados porque comprenden los elementos que permiten la expresion y/o la secrecidén de
dichas secuencias nucleotidicas en una célula hospedante se describen asimismo en la presente memoria.

El vector debe entonces comprender un promotor, unas sefiales de iniciacion y de terminacién de la traduccion, asi
como unas regiones apropiadas de regulacion de la transcripcién. Debe poder ser mantenido de manera estable en
la célula hospedante y puede eventualmente poseer unas sefiales particulares que especifican la secrecién de la
proteina traducida. Estos diferentes elementos se eligen en funcién del hospedante celular usado. Con este fin, las
secuencias nucleotidicas segun la invencion se pueden insertar en unos vectores de replicacién auténoma en el
seno del hospedante elegido, o en unos vectores integradores del hospedante elegido.

Dichos vectores se prepararan segun los métodos usados habitualmente por el experto en la materia, y los clones
resultantes se podran introducir en un hospedante apropiado mediante unos métodos estandares, tales como, por
ejemplo, la lipofeccién, la electroporacion, el choque térmico.

Estos vectores son, por ejemplo, unos vectores de origen plasmidico o virico.

Un vector preferido para la expresién de los polipéptidos de la invencion es el baculovirus.

Se puede citar asimismo el vector pBS KS en el que se inserta la secuencia de ADN en tandem del circovirus MAP
de tipo A (o DFP), tal como el depositado en la CNCM el 3 de julio de 1997, con el nimero 1-1891.
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Estos vectores son Utiles para transformar unas células hospedantes con el fin de clonar o expresar las secuencias
nucleotidicas.

Se describen asimismo en la presente memoria las células hospedantes transformadas por un vector.

Estas células se pueden obtener mediante la introduccion en unas células hospedantes de una secuencia
nucleotidica insertada en un vector tal como se ha definido anteriormente, y después el cultivo de dichas células en
unas condiciones que permiten la replicacion y/o la expresion de la secuencia nucleotidica transfectada.

El hospedante celular se puede seleccionar de entre unos sistemas procariotas o eucariotas, tal como, por ejemplo,
las células bacterianas (Olins y Lee, 1993), pero también las células de levadura (Buckholz, 1993), al igual que las
células animales, en particular los cultivos de células de mamiferos (Edwards y Aruffo, 1993), y en particular las
células de ovario de hamster chino (CHO), pero también las células de insectos en las que se pueden usar unos
procedimientos que usan unos baculovirus por ejemplo (Luckow, 1993).

Una célula hospedante para la expresion de las proteinas esté constituida por las células de insectos sf9.
Se puede citar asimismo E. coli, tal como esta depositado en la CNCM el 3 de julio de 1997, con el nimero 1-1891.
Se describen asimismo en la presente memoria los animales que comprenden una de dichas células transformadas.

La obtencién de animales transgénicos que sobreexpresan uno o varios genes de circovirus MAP o parte de genes
se realizarda de manera preferida sobre unas ratas, unos ratones o unos conejos segun unos métodos bien
conocidos por el experto en la materia, tales como mediante transfecciones, viricas 0 no viricas. Los animales
transgénicos que sobreexpresan uno o varios de dichos genes se podran obtener mediante la transfeccion de copias
multiples de dichos genes bajo el control de un potente promotor de naturaleza ubicua, o selectivo de un tipo de
tejido. Los animales transgénicos se podran obtener asimismo mediante recombinacion homoéloga sobre células
cepas embrionarias, transferencia de estas células cepas a unos embriones, seleccion de las quimeras afectadas a
nivel de las lineas reproductoras, y crecimiento de dichas quimeras.

Las células transformadas asi como los animales transgénicos se pueden utilizar en unos procedimientos de
preparacion de polipéptido recombinante.

En la actualidad es posible producir unos polipéptidos recombinantes en cantidad relativamente importante mediante
ingenieria genética usando las células transformadas por unos vectores de expresién o usando unos animales
transgénicos.

Se describen en la presente memoria unos procedimientos de preparacion de un polipéptido en forma recombinante,
caracterizados porque usan un vector y/o una célula transformada por un vector y/o un animal transgénico que
comprende una de dichas células transformadas.

Entre dichos procedimientos de preparacién de un polipéptido en forma recombinante, se pueden citar en particular
los procedimientos de preparacion que usan un vector y/o una célula transformada por dicho vector y/o un animal
transgénico que comprende una de dichas células transformadas, que contiene una secuencia nucleotidica segun la
invencion que codifica para un polipéptido de circovirus MAP.

Los polipéptidos recombinantes obtenidos como se ha indicado anteriormente, se pueden presentar tanto en forma
glucosilada como no glucosilada, y pueden presentar o no la estructura terciaria natural.

Una variante preferida consiste en producir un polipéptido recombinante fusionado con una proteina “portadora”
(proteina quimera). La ventaja de este sistema es que permite una estabilizacion y una disminucion de la proteolisis
del producto recombinante, un aumento de la solubilidad durante la renaturalizacién in vitro y/o una simplificacion de
la purificaciéon cuando la pareja de fusion posee una afinidad para un ligando especifico.

Mas particularmente, se describe un procedimiento de preparacion de un polipéptido que comprende las siguientes
etapas:

a) cultivar las células transformadas en unas condiciones que permiten la expresién de un polipéptido
recombinante de secuencia nucleotidica;

b) llegado el caso, recuperar dicho polipéptido recombinante.

Cuando el procedimiento de preparacion de un polipéptido usa un animal transgénico, el polipéptido recombinante
se extrae a continuacién de dicho animal.

Por ejemplo, se recurrira a la técnica de sintesis en disolucion homogénea descrita por Houbenweyl en 1974.
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Este método de sintesis consiste en condensar sucesivamente de dos en dos los amino&cidos sucesivos en el orden
requerido, o en condensar unos aminoacidos y unos fragmentos previamente formados y que contienen ya varios
aminoacidos en el orden apropiado, o también varios fragmentos previamente preparados asi, entendiéndose que se
habra tenido el cuidado de proteger previamente todas las funciones reactivas contenidas por estos aminoacidos o
fragmentos, con la excepcion de las funciones aminas de uno y carboxilos del otro o viceversa, que deben intervenir
normalmente en la formaciéon de las uniones peptidicas, en particular después de la activacion de la funcion
carboxilo, segun los métodos bien conocidos en la sintesis de los péptidos.

Segun otra técnica, se recurre a la descrita por Merrifield.

Para fabricar una cadena peptidica segun el procedimiento de Merrifield, se recurre a una resina polimera muy
porosa, sobre la cual se fija el primer aminoacido C-terminal de la cadena. Este aminoacido se fija sobre una resina
por medio de su grupo carboxilico y se protege su funciéon amina. Asi se fijan, unos detras de otros, los aminoacidos
que constituiran la cadena peptidica sobre el grupo amina cada vez desprotegido previamente de la porcién de la
cadena peptidica ya formada, y que esta ligada a la resina. Cuando la totalidad de la cadena peptidica deseada esta
formada, se eliminan los grupos protectores de los diferentes aminoacidos que constituyen la cadena peptidica y se
suelta el péptido de la resina con la ayuda de un &cido.

Se describe asimismo en la presente memoria una composicion farmacéutica que comprende un compuesto
seleccionado de entre los compuestos descritos anteriormente, tal como:

una secuencia nucleotidica;

un polipéptido;

un vector, una particula virica o una célula transformada;
un anticuerpo; o

RERTREIRC)

eventualmente en asociacién con un vehiculo farmacéuticamente aceptable y, llegado el caso, con uno o varios
adyuvantes de inmunidad apropiados.

La invencion tiene por objeto un compuesto para su uso como vacuna, caracterizado porque dicho compuesto es
seleccionado de entre los siguientes compuestos:

a) una secuencia nucleotidica;
b)  un polipéptido;

y tal como se formula en las reivindicaciones 1 a 9 siguientes.

Se describe ademas una composicién inmundgena y/o vacunal, caracterizada porque comprende por lo menos uno
de los siguientes compuestos:

una secuencia nucleotidica SEC ID n® 11, SEC ID n? 12, o uno de sus fragmentos;
- un polipéptido de secuencia SEC ID n? 14, SEC ID n? 15, o uno de sus fragmentos;

- un vector o una particula virica, particularmente un vector o una particula virica que comprende una
secuencia nucleotidica SEC ID n® 11, SEC ID n?® 12, o uno de sus fragmentos;

- una célula, particularmente una célula transformada capaz de expresar un polipéptido de secuencias SEC ID
n® 14, SEC ID n® 15, o uno de sus fragmentos; o

- una mezcla de por lo menos dos de dichos compuestos.
Se describe asimismo una composicion inmunégena y/o vacunal segun la invencién, caracterizada porque
comprende dicha mezcla de por lo menos dos de dichos compuestos como producto de combinacién para un uso
simultaneo, separado o espaciado en el tiempo para la prevencion o el tratamiento de infecciones por un circovirus
MAP, en particular de tipo B.

En un modo de realizacion, la composicién vacunal descrita en la presente memoria comprende la mezcla de los
siguientes compuestos:

— un plasmido pcDNA3 que contiene un &cido nucleico de secuencia SEC ID n® 11;
— un plasmido pcDNA3 que contiene un acido nucleico de secuencia SEC ID n® 12;
— un plasmido pcDNAS3 que contiene un acido nucleico que codifica para la proteina GM-CSF;
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— un baculovirus recombinante que contiene un acido nucleico de secuencia SEC ID n°® 11;
— un baculovirus recombinante que contiene un acido nucleico de secuencia SEC ID n® 12;y
— llegado el caso, un adyuvante de la inmunidad apropiado, en particular el adyuvante AIF™,

Se describe asimismo en la presente memoria una composicién farmacéutica para la prevencién o el tratamiento de
una infeccién por un circovirus MAP de tipo B.

Se describe asimismo el uso de una composicién para la preparacién de un medicamento destinado a la prevencion
o al tratamiento de una infeccién por un circovirus MAP de tipo B.

En el cerdo, tal como en el ratén, en los que se administra una dosis ponderal de la composicion vacunal
comparable con la dosis usada en el ser humano, la reaccién de anticuerpos se ensaya mediante la extraccion del
suero seguido por un estudio de formacién de un complejo entre los anticuerpos presentes en el suero y el antigeno
de la composicion vacunal, segun las técnicas habituales.

Las composiciones farmacéuticas contendran una cantidad eficaz de los compuestos de la invencién, es decir, en
cantidad suficiente de dicho o de dichos compuestos que permite obtener el efecto deseado, tal como por ejemplo la
modulacion de la replicacion celular de circovirus MAP. El experto en la materia sabra determinar esta cantidad, en
funcién por ejemplo de la edad y del peso del individuo a tratar, del estado de desarrollo de la patologia, de los
efectos secundarios eventuales y por medio de un ensayo de evaluacion de los efectos obtenidos sobre una muestra
de poblacion, siendo estos ensayos conocidos en estos campos de aplicaciones.

Dichas composiciones vacunales estaran preferentemente en asociacion con un vehiculo farmacéuticamente
aceptable y, llegado el caso, con uno o varios adyuvantes de la inmunidad apropiados.

En la actualidad, diversos tipos de vacunas estan disponibles para proteger el animal o el ser humano contra unas
enfermedades infecciosas: microorganismos vivos atenuados (M. bovis - BSG para la tuberculosis),
microorganismos desactivados (virus de la gripe), unos extractos acelulares (Bordetella pertussis para la tos ferina),
proteinas recombinadas (antigeno de superficie del virus de la hepatitis B), unos polidsidos (neumococos). Unas
vacunas preparadas a partir de péptidos de sintesis o de microorganismos genéticamente modificados que expresan
unos antigenos heterélogos estan en curso de experimentacion. Mas recientemente todavia, se han propuesto unos
ADN plasmidicos recombinados que comprenden unos genes que codifican para unos antigenos protectores como
estrategia vacunal alternativa. Este tipo de vacunacion se realiza con un plasmido particular que se deriva de un
plasmido de E. coli que no se replica in vivo y que codifica Unicamente para la proteina vacunante. Se han
inmunizado unos animales inyectando simplemente el ADN plasmidico desnudo en el musculo. Esta técnica
conduce a la expresion de la proteina vacunal in situ y a una respuesta inmunitaria de tipo celular (CTL) y de tipo
humoral (anticuerpo). Esta doble induccién de la respuesta inmunitaria es una de las principales ventajas de la
técnica de vacunacion con ADN desnudo.

Las composiciones vacunales que comprenden unas secuencias nucleotidicas o unos vectores en los que se
insertan dichas secuencias, se describen en particular en la solicitud internacional WO 90/11092 y asimismo en la
solicitud internacional WO 95/11307.

La secuencia nucleotidica constitutiva de la composicién vacunal se puede inyectar al hospedante después de haber
sido acoplada a unos compuestos que favorecen la penetracion de este polinucleétido en el interior de la célula o su
transporte hasta el nlcleo celular. Los conjugados resultantes se pueden encapsular en unas microparticulas
polimeras, tal como se describe en la solicitud internacional WO 94/27238 (Medisorb Technologies International).

Segun otro modo de realizacién de la composicion vacunal, la secuencia nucleotidica, preferentemente un ADN, se
compleja con un DEAE-dextrano (Pagano et al.,, 1967) o con unas proteinas nucleares (Kaneda et al., 1989), con
unos lipidos (Felgner et al., 1987) o se encapsula en unos liposomas (Fraley et al., 1980) o también se introduce en
forma de un gel que facilita su transfeccion en las células (Midoux et al., 1993, Pastore et al., 1994). El polinucleétido
o el vector segun la invencion puede estar asimismo en suspension en una disoluciéon tampén o estar asociado con
unos liposomas.

Ventajosamente, dicha vacuna se preparara segun la técnica descrita por Tacson ef al. O Huygen et al. en 1996 o
también segun la técnica descrita por Davis et al. en la solicitud internacional WO 95/11307.

Dicha vacuna se puede preparar asimismo en forma de una composicién que contiene un vector, dispuesta bajo el
control de elementos de regulacion que permiten su expresiéon en el ser humano o en el animal. Se podra usar, por
ejemplo, como vector de expresién in vivo del antigeno polipeptidico de interés, el plasmido pcDNAS3 o el plasmido
pcDNAI/neo, ambos comercializados por Invitrogen (R&D Systems, Abingdon, Reino Unido). También se puede usar
el plasmido VIJns.tPA, descrito por Shiver et al. en 1995. Dicha vacuna comprendera ventajosamente, ademas del
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vector recombinante, una disolucion salina, por ejemplo una disolucion de cloruro de sodio.

Mediante la expresion “vehiculo farmacéuticamente aceptable”, se entiende designar un compuesto o una
combinacion de compuestos que entran en una composiciéon farmacéutica o vacunal que no provoca reacciones
secundarias y que permite, por ejemplo, facilitar la administracién del compuesto activo, el aumento de su duracién
de vida y/o de su eficacia en el organismo, el aumento de su solubilidad en disolucién o también la mejora de su
conservacion. Estos vehiculos farmacéuticamente aceptables son bien conocidos y seran adaptados por el experto
en la materia en funcion de la naturaleza y del modo de administracién del compuesto activo elegido.

En lo que se refiere a las formulaciones vacunales, éstas pueden comprender unos adyuvantes de la inmunidad
apropiados que son conocidos por el experto en la materia, como por ejemplo el hidroxido de aluminio, un
representante de la familia de los péptidos muramilo como de los derivados peptidicos del N-acetil-muramilo, un
lisado bacteriano, o también el adyuvante incompleto de Freund.

Estos compuestos se pueden administrar por via sistémica, en particular por via intravenosa, por via intramuscular,
intradérmica o sub-cuténea, o por via oral. De manera mas preferida, la composicién vacunal que comprende unos
polipéptidos segun la invencion, se administrara por via intramuscular, a través de la alimentacién o mediante
vaporizacién en varias veces, de manera espaciada en el tiempo.

Sus modos de administracion, posologias y formas galénicas 6ptimas se pueden determinar segun los criterios
tenidos en cuenta generalmente en el establecimiento de un tratamiento adaptado a un animal como, por ejemplo, la
edad o el peso, la gravedad de su estado general, |a tolerancia al tratamiento y los efectos secundarios constatados.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencion se pondran mas claramente de manifiesto a partir de los ejemplos y
de las figuras siguientes:

Leyenda de las figuras

Figura 1: Esquema experimental que ha permitido llegar al aislamiento y a la identificacién del circovirus asociado
con el MAP de tipo A o B.

Ensayo 1: reproduccién experimental del MAP mediante inoculacion de triturados de 6rganos de cerdos de
ganaderias que padecen MAP.

Ensayo 2: reproduccion experimental del MAP.

Ensayo 3: reproduccion experimental del MAP.

Ensayo 4: ninguna reproduccion experimental del MAP.

Figura 2: Organizacion del genoma de circovirus asociado con el MAP de tipo A (PCVA)

— hebra de polaridad (+) (SEC ID n® 1);

— hebra de polaridad (-) (SEC ID n? 2, representada segun la orientaciéon 3' — 5');

— secuencias de aminoacidos de las proteinas codificadas por las dos hebras de ADN en los tres marcos de
lectura posibles.

Figura 3: Alineacion de la secuencia nucleotidica SEC ID n® 1 del circovirus MAP de tipo A (PCVA) y de los
circovirus cepa MEEHAN y cepa MANKERTZ de las lineas celulares porcinas.

Figura 4: Alineacién de la secuencia de aminoacidos SEC ID N° 6 de polipéptido codificado por la secuencia
nucleotidica SEC ID n? 3 (ORF1) del circovirus MAP de tipo A (PCVA) y de las secuencias nucleotidicas
correspondientes de los circovirus cepa MEEHAN y cepa MANKERTZ de las lineas celulares porcinas.

Figura 5: Alineacion de la secuencia de aminoacidos SEC ID n® 7 de polipéptido codificado por la secuencia
nucleotidica SEC ID n® 4 (ORF2) del circovirus MAP de tipo A (PCVA) y de las secuencias nucleotidicas
correspondientes de los circovirus cepa MEEHAN y cepa MANKERTZ de las lineas celulares porcinas.

Figura 6: Alineacién de la secuencia de aminoacidos SEC ID n® 8 de polipéptido codificado por la secuencia
nucleotidica SEC ID n? 5 (ORF3) del circovirus MAP de tipo A (PCVA) y de las secuencias nucleotidicas
correspondientes de los circovirus cepa MEEHAN y cepa MANKERTZ de las lineas celulares porcinas.

Figura 7: Andlisis mediante transferencia Western de las proteinas recombinantes del circovirus MAP de tipo A

(PCVA). Los andlisis se han realizado sobre unos extractos celulares de células Sf9 obtenidos después de la
infeccion por el baculovirus recombinante PCV ORF1.
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Figura 8: Organizacion del genoma del circovirus asociado a MAP de tipo B (PCVB)

— hebra de polaridad (+) (SEC ID n® 9);

— hebra de polaridad (-) (SEC ID n® 10, representada segun la orientacion 3' — 5');

— secuencias de aminoacidos de las proteinas codificadas por las dos hebras de ADN en los tres marcos de
lectura posibles.

Figura 9: Evolucién de la ganancia media diaria (GMQ) de cerdos de ganaderias que padecen la enfermedad de
adelgazamiento del lechén (MAP o DFP), puestos en las condiciones experimentales.

Figura 10: GMQ comparada para los 3 lotes de cerdos (F1, F3 y F4) calculada sobre un periodo de 28 dias después
del ensayo de vacunacion.

Figura 11: Hipertermia superior a 41°C, expresada en porcentaje comparado para los 3 lotes de cerdos (F1, F3 y F4)
calculada sobre un periodo de 28 dias después del ensayo de vacunacion.

Figura 12: Membranas de los puntos peptidicos que corresponden a los ORF2 reveladas con la ayuda de un suero
de cerdo infectado, procedente de una ganaderia convencional.

Los numeros de péptidos especificos del circovirus de tipo B asi como sus homélogos no reactivos (tipo A) se
indican en negrita.

Los péptidos inmundgenos no especificos se indican en cursiva.

Figura 13: Alineacién de las secuencias de aminoacidos de las proteinas codificadas por el ORF2 del circovirus MAP
de tipo A y por el ORF'2 del circovirus MAP de tipo B. La posicion de 4 péptidos que corresponden a unos epitopos
especificos del circovirus MAP de tipo B se indica sobre la secuencia correspondiente en trazo en negrita, su
homologo sobre la secuencia del circovirus MAP de tipo A se indica asimismo mediante un trazo simple.

Ejemplos

Ejemplo 1: Clonacidn, secuenciacion y caracterizacion del circovirus MAP de tipo A (PCVA)

1 - Procedimientos experimentales

Reproduccién experimental de la infeccion y de su sindrome (véase la figura 1).

Se ha efectuado un primer ensayo con unos cerdos procedentes de una ganaderia muy bien atendida, pero afectada
por la enfermedad del adelgazamiento del lechén (MAP) o denominada asimismo DFP (Decaimiento fatal del
lechdén). Unas pruebas de contacto con unos cerdos EOPS (exento de organismos patdégenos especificos) han
mostrado una transferencia de contaminante(s) que se traduce por una patologia compleja que asocia la
hipertermia, la disminucién del crecimiento, diarrea y conjuntivitis. El virus SDRP (sindrome disgenésico y
respiratorio porcino, enfermedad infecciosa debida a un arterivirus) se ha aislado rapidamente a partir de los cerdos
de ganaderia y de los cerdos de contacto. El conjunto de las sefales clinicas podria haber sido atribuido a la
presencia del virus SDRP. Sin embargo, dos cerdos de ganaderia han presentado unas sefiales de DFP sin que el
virus SDRP haya sido aislado. Los analisis histolégicos y las formulas sanguineas han mostrado, sin embargo, que
estos cerdos padecian un proceso infeccioso de origen viral.

En un segundo ensayo, se han inoculado unos cerdos EOPS de 8 semanas por via intra-traqueal con los triturados
de organos procedentes de dos cerdos de ganaderias que padecen DFP. Los cerdos inoculados han presentado
hipertermia 8 a 9 dias post-infeccién, y después su crecimiento se ha ralentizado. Otros cerdos EOPS, puestos en
contacto, han presentado unas sefales similares, atenuadas, 30 dias después de la prueba inicial. No se ha
observado ninguna seroconversion frente a una cepa europea o canadiense de virus SDRP en estos animales.

Un tercer ensayo ha permitido reproducir el sindrome a partir de extracciones efectuadas sobre los cerdos del
segundo ensayo.

Conclusién

El sindrome se reproduce en las condiciones experimentales, y se determina mediante por lo menos un agente
infeccioso, transmisible por contacto directo. Las constantes clinicas son una hipertermia a veces elevada (superior
o igual a 41,5°C) que se desarrolla 8 a 10 dias después de la infeccion. Se puede observar una disminucién del
crecimiento. Las demas manifestaciones son una inversion de la férmula sanguinea (inversion de la relacién
linfocito/polinuclear de 70/30 a 30/70) y unas lesiones frecuentes sobre los ganglios, en particular los que drenan el
aparato respiratorio (hipertrofia ganglionar, pérdida de estructura con necrosis e infiliracion por unas células
mononucleadas o polinucleadas gigantes).
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2 - Estudios en laboratorio

Se han usado diversos soportes celulares que incluyen unas células de rifén de cerdo primarias o en linea, unas
células de testiculo de cerdo, unas células de rifidn de monos, unos linfocitos de cerdo, unos macréfagos alveolares
de cerdos, unos monocitos de la sangre circulante, para demostrar la presencia eventual de un virus. No se ha
demostrado ningun efecto citopéatico sobre estas células. En cambio, el uso de un suero de cerdo enfermo después
de la infeccion experimental ha permitido revelar un antigeno intracelular en los monocitos, los macréfagos y
aproximadamente 10% de las células de rifiidn de cerdo (RP) infectadas con los triturados de 6rgano. Esta revelacion
indirecta ha sido realizada en cinética en diferentes momentos de cultivo. De ello se desprende que el antigeno
aparece inicialmente en el nicleo de las células infectadas antes de expandirse en el citoplasma. Los pasos
sucesivos en cultivo celular no han permitido amplificar la sefal.

En microscopia electronica sobre unos triturados de drganos, se han visualizado unas particulas esféricas marcadas
especificamente por el suero de cerdos enfermos, infectados en las condiciones experimentales. El tamafio de estas
particulas se estima en 20 nm.

Después de dos pasos de estos triturados de 6rganos sobre unos linfocitos de cerdo y después de tres pasos sobre
células de rifndn o de testiculo de cerdo, se ha desarrollado y amplificado un efecto citopatico. En el microscopio
electronico se ha visualizado un adenovirus que, en las condiciones experimentales, no ha reproducido el DFP (se
observa sélo un pico de hipertermia 24 a 48 horas después de la infeccion, y después nada mas).

Se han podido demostrar unas bandas de ADN en ciertas extracciones de cerdos infectados en las condiciones
experimentales y que han presentado unas sefiales de la enfermedad (resultados no representados). Existe una
cierta correspondencia entre las extracciones que dan un resultado positivo en cultivo celular y los que presentan
una banda de ADN.

Conclusién

Por lo menos dos tipos de virus se han demostrado en los triturados de 6rganos procedentes de cerdos enfermos de
DFP. Uno es un adenovirus, pero no reproduce por si mismo la enfermedad. El otro tipo de virus es un circovirus y
esta asociado al DFP. Este circovirus, del cual se han aislado y secuenciado dos tipos, denominados a continuacion
circovirus MAP de tipo A (o PCVA) y circovirus MAP de tipo B (o PCVB) presentan unas mutaciones con relacién a
las secuencias conocidas de circovirus no patégenas para el cerdo.

3 - Clonacién y secuenciaciéon del ADN de circovirus MAP de tipo A

Extraccion del ADN forma replicativa (RF), escision por la enzima Kpn | y amplificacién mediante un par de
cebadores que flanquean el sitio de restriccion Kpn I. Secuenciacién de las dos hebras por lo menos dos veces
mediante el método de Sanger.

La secuencia nucleica de la hebra de polaridad (+) del genoma de circovirus MAP de tipo A (o PCVA), cepa DFP,
esta representada por la secuencia SEC ID n® 1 en el listado de las secuencias, estando la secuencia nucleica de la
hebra de polaridad (-) del genoma del circovirus MAP de tipo A (o PCVA) representada por la secuencia nucleica 3'
— 5' de la figura 3 o por la secuencia SEC ID n® 2 (representada segun la orientacion 5 — 3') en el listado de
secuencias.

Las secuencias de aminoacidos SEC ID n® 6, SEC ID n® 7 y SEC ID n? 8 del listado de secuencias representan
respectivamente las secuencias de las proteinas codificadas por las secuencias nucleicas de los 3 marcos abiertos
de lectura SEC ID n® 3 (ORF1), que corresponde a la proteina REP, SEC ID n %4 (ORF2) y SEC ID n® 5 (ORF3),
determinadas a partir de la secuencia SEC ID n® 1 de la hebra de polaridad (+) o de la secuencia nucleica SEC ID n®
2 de la hebra de polaridad (-) del genoma del circovirus MAP de tipo A.

4 - Comparacién de las secuencias nucleotidicas y de los amino&cidos del circovirus MAP de tipo A (o asociado a
MAP) obtenidas con las secuencias correspondientes de circovirus MEEHAN y MANKERTZ de lineas celulares

porcinas

Uso del programa de andlisis de secuencia de ADN, DNASIS.

Secuencia de los oligonucleétidos usados como cebadores o sondas en los procedimientos de deteccién y/o de
identificacién

1. deteccién especifica del circovirus MAP de tipo A:

cebador PCV5:5'GTG TGC TCG ACATTG GTG TG 3
cebador PCV10: 5 TGG AAT GTT AAC GAG CTG AG 3
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2. deteccion especifica del circovirus de las lineas celulares:

cebador PCV5:5' GTG TGC TCG ACATTG GTG TG 3
cebador MEE1: 5' TGG AAT GTT AAC TAC ATC AA 3

3. deteccion diferencial:
los pares de cebadores usados son los descritos por ejemplo en los parrafos 1y 2 anteriores;
4. deteccion de las formas replicativas RF (replicative forms) circulares monoméricas:

cebador PCV5:5' GTG TGC TCG ACATTG GTG TG 3
cebador PCV6: 5' CTC GCA GCC ATC TTG GAA TG 3';

5. deteccion de los vectores que comprenden los dimeros en tandem:
dimero Nar:

cebador KS 620: 5' CGC GCG TAA TAC GAC TCA CT 3%
cebador PCV5: 5'GTG TGC TCG ACATTG GTG TG 3/

dimero Kpn:

cebador KS 620: 5' CGC GCG TAA TAC GAC TCA CT 33
cebador PCV 6: 5 CTC GCA GCC ATC TTG GAA TG 3}

6. deteccion diferencial:
los pares de cebadores usados son los descritos, por ejemplo, en los parrafos 4 y 5 anteriores.

Los procedimientos que usan los pares de cebadores descritos en los parrafos 4 y 5 son particularmente
interesantes para detectar de manera diferencial las formas monoméricas circulares de formas replicativas
especificas del virion o del ADN en replicacién y las formas diméricas encontradas en las construcciones
moleculares denominadas en tandem.

Las construcciones en tdndem del genoma viral (dimeros) tales como las construcciones usadas para la preparacién
del vector pBS KS+ Tandem PCV Kpn 1, depositado en la CNCM con el nimero 1-1891, el 3 de julio de 1997 (E. coli
transformado por dicho vector) son muy interesantes para su uso en unos métodos de produccion en cantidad
suficiente de un in6culo constituido por ADN, destinado a la produccion de virus, y esto en ausencia de protocolo
satisfactorio de produccion de virus en sistema celular. Dichos métodos de produccidbn que usan estas
construcciones en tdndem del genoma virico permitiran estudiar mediante mutacion los factores de virulencia y por
consiguiente, se podran usar para la fabricacién de una colecciéon de virus que comprenden las mutaciones
indicadas en la construccion de los vectores que presentaran el tropismo y la virulencia apropiados. Estos vectores
con estructura autorreplicativa presentan unas propiedades buscadas en transferencia de genes, en particular para
sus aplicaciones en terapia génica, y en vacunologia.

Andlisis mediante trasferencia Western de las proteinas recombinantes del circovirus MAP de tipo A

Los resultados han sido obtenidos usando un antisuero especifico del circovirus MAP producido durante el ensayo 1
(véase la figura 1).

Tipo de productos analizados

Se han realizado los andlisis sobre unos extractos celulares de células Sf9 obtenidos después de la infeccion por el
baculovirus recombinante PCV ORF 1.

El cultivo de las células Sf9 se ha realizado en caja de Petri de 25 cm? seglin los métodos de cultivo estandares para

estas células. Después de la centrifugacion, los residuos celulares se recogen mediante 300 pl de tampén PBS
(tampon fosfato salino).
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Electroforesis (PAGE-SDS)

La electroforesis se realiza sobre los extractos celulares Sf9 obtenidos anteriormente sobre 5 muestras (véase la
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tabla 1 a continuacién) en las siguientes condiciones:

% de gel de poliacrilamida: 8%; Condiciones: desnaturalizantes
Voltaje: 80V; duracion: 135 min.

Tabla 1: Naturaleza de las muestras sometidas a la electroforesis

N de pocillo 1 2 3 4 5
Depésitos PM Rainbow Raoul 24h Raoul 48h Raoul 72h Raoul 96h
Ml muestra 10 15 15 15 15
pl Laemli 4X 0 5 5 5 5

Leyendas de la tabla 1:

Laemli 4X: tamp6n de carga

PM Rainbow: marcadores de peso molecular (35, 52, 77, 107, 160 y 250 kD)

Raoul 24h, 48h, 72h y 96h: productos de expresién del ORF1 del circovirus MAP de tipo A

Transferencia western

Después de la electroforesis, se transfieren las bandas obtenidas en los diferentes pocillos sobre una membrana de
nitrocelulosa durante 1h a 100v en un tampdn TGM (Tris-glicina-metanol).

La transferencia western se realiza en las siguientes condiciones:

1) Saturacién mediante una disoluciéon que contiene 5% de leche desnatada; 0,05% de Tween 20 en un
tampon TBS 1X (Tris buffer saline) durante 30 min.

2) 1°" anticuerpo:

se afiaden 10 ml de anticuerpo anticircovirus MAP de tipo A diluidos a 1/100, y el medio de reaccion se
incuba a continuacién una noche a 4°C. Se efectlan tres lavados de 10 min. en TBS 1 X.

3) 2% anticuerpo:
se afaden 10 ml de anticuerpo P164 de conejo anti-inmunoglobulinas de cerdo, acoplados con la
peroxidasa (Dakopath) diluidos a 1/100, y se incuba a continuacién el medio de reaccion durante 3 horas a
37°C. Se efectuan tres lavados de 10 min. en TBS 1 X.
4) Revelado
Se usa el sustrato 4-cloro-1-naftol, en presencia de agua oxigenada para el revelado.
Resultados

Los resultados se representan en la figura 7.

Cinética de apariciéon de los anticuerpos especificos de la proteina recombinante REP del circovirus MAP de tipo A
expresado en baculovirus después de la infeccién de los cerdos por el circovirus MAP de tipo A (ensayo 4, véase la

figura 1)

Después de la infeccion de los cerdos, se extrae una muestra de suero de cada uno de los cerdos infectados en
diferentes periodos en la tabla por fecha de extraccién (efectuada en este caso el mismo afo) y después se analiza
mediante transferencia western.

El revelado de los anticuerpos especificos se realiza de la manera descrita anteriormente.

Los resultados obtenidos se representan en la tabla 2 siguiente.
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Tabla 2: Cinética de aparicion de los anticuerpos especificos

Muestra ~ Cerdos 10/06 16/06 23/06 01/07 08/07 15/07 21/07
A3 1 Neg.
Control 2 Neg.
B2 1 Neg. Neg. Neg. + + ++ +++
infec. 2 Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg.
RP+ 3 Neg. Neg. Neg. Neg. + + +

4 Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. Neg. ++

Leyendas de la tabla 2:

A3 Control: animales de control no infectados;

B2 Infec. RP+: animales infectados con unas células de rifidn de cerdos (RP) que contienen el circovirus;
Neg.: negativo;

+, ++, +++: escala de intensidad de la reaccién positiva;

10/06, 16/06, 23/06, 01/07, 08/07, 15/07, 21/07: fecha expresadas en dia/mes en las que se han efectuado las
diferentes extracciones de suero.

Ejemplo 2: Clonacion, secuenciacion y caracterizacion del circovirus MAP de tipo B (PCVB

Las técnicas usadas para la clonacion, la secuenciacion y la caracterizaciéon del circovirus MAP de tipo B (PCVB)
son las usadas en el ejemplo 1 anterior para el circovirus MAP de tipo A (PCVA).

La secuencia nucleica de la hebra de polaridad (+) del genoma del circovirus MAP de tipo B (o PCVB) esta
representada por la secuencia SEC ID n® 9 en el listado de secuencias, estando la secuencia nucleica de la hebra de
polaridad (-) del genoma del circovirus MAP de tipo B (0 PCVB) representada por la secuencia nucleica 3' — 5' de la
figura 8 o por la secuencia SEC ID n® 10 (representada segun la orientacién 5' — 3') en el listado de secuencias.

Las secuencias de aminodcidos SEC ID n° 14, SEC ID n® 15y SEC ID n? 16 del listado de secuencias representan
respectivamente las secuencias de las proteinas codificadas por las secuencias nucleicas de los 3 marcos abiertos
de lectura SEC ID n? 11 (ORF'1), que corresponden a la proteina REP, SEC ID n® 12 (ORF'2) y SEC ID n® 13
(ORF'3), determinadas a partir de la secuencia SEC ID n® 9 de la hebra de polaridad (+) o de la secuencia nucleica
SEC ID n® 10 de la hebra de polaridad (-) del genoma del circovirus MAP de tipo B.

Ejemplo 3: Anadlisis comparativo de las secuencias nucleotidicas (ORF1, ORF2 y gendmica) y de las
secuencias de aminoacidos codificados por ORF1 y ORF2 de los circovirus MAP de tipo A (PCVA) o de tipo

B (PCVB).

Los resultados expresados en % de homologia se representan en las tablas 3 y 4 siguientes.

Tabla 3: Andlisis comparado de las secuencias de aminoacidos

% de homologia ORF1 ORF2
PCVA/PCVB 80,4 56,2

Tabla 4: Andlisis comparado de las secuencias nucleotidicas

% de homologia Gendmico ORF1 ORF2 Resto
PCVA/PCVB 70,4 80,4 60,1 66,1

Ejemplo 4: Observacidn de la enfermedad y reproduccion de la enfermedad en las condiciones
experimentales

a) Ensayo n® 1: Observacion de la enfermedad

El objetivo es seleccionar unos animales de ganaderias al principio de la enfermedad y disponerlos en las
condiciones experimentales para seguir la evolucion de la patologia y describir todas las manifestaciones clinicas.
Este primer ensayo se ha efectuado sobre 3 cerdos de ganaderia de 10 semanas de edad de los cuales 2 ya
estaban enfermos (afectados de decaimiento), y sobre 3 otros cerdos de 13 semanas de edad, que no presentaban
ninguna sefal de enfermedad. La observacion clinica se ha desplegado sobre un periodo de 37 dias. Dos cerdos de
10 semanas han decaido rapidamente (cerdo 1 y 2, figura 9) y fueron eutanasiados 5 y 6 dias después de su
llegada. Uno solo ha presentado hipertermia en 5 dias y diarrea. Otros dos cerdos han presentado disnea y tos, de
los cuales uno ha tenido ademas hipertermia, superior a 41°C, los dos primeros dias de su estancia. Otro cerdo ha
tenido un crecimiento ralentizado en la segunda semana (cerdo 6, figura 9), sin que haya revelado ninguna otra
sefial clinica. En el plano lesional, 5 cerdos de 6 han presentado unas lesiones macroscopicas de neumonia gris, y
el sexto presentaba unas lesiones cicatriciales sobre el pulmén.
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b) Ensayo n® 2: Reproduccién de la enfermedad a partir de in6culos preparados sobre cerdos de ganaderia.

Los dos cerdos enfermos del ensayo 1 han servido para preparar unos indculos que se ha ensayado en el ensayo 2
sobre unos cerdos exentos de organismos patdégenos especificos (EOPS, SPF en version anglo-sajona). Los cerdos
EOPS tenian 9 semanas de edad en el momento de la inoculacién. Los resultados clinicos y lesionales se
representan en la tabla 5.
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En este ensayo, no ha habido ningin decaimiento, como mucho una ralentizacion del crecimiento en la segunda,
tercera o cuarta semana después de la infeccion. Estos datos ilustran que ciertas condiciones de ganaderia
favorecen probablemente la expresion de la enfermedad.

c) Ensayos n? 3 a n® 7: Reproduccién de los ensayos experimentales

La multiplicacién de los ensayos experimentales sobre cerdos ha tenido como objetivo dominar y caracterizar mejor
el modelo experimental. El conjunto de los resultados se presenta en la tabla 5.

En las condiciones experimentales, el MAP se caracteriza asi por una larga incubacion, de 8 a 14 dias, unas
verdaderas hipertermias de 2 a 8 dias, una disminucién del consumo alimenticio y una ralentizacion del crecimiento
ponderal en la segunda, tercera o cuarta semana post-infeccion. La tabla lesional asociada a esta expresion clinica
comprende esencialmente unas hipertrofias ganglionarias y unas lesiones de neumonia.

Conclusién

La realizacion de este modelo experimental permite demostrar de manera indiscutible el papel etiologico directo del
circovirus MAP en la enfermedad. Ademas, este modelo es la herramienta indispensable para la comprension de los
mecanismos patogénicos y el estudio de futuros candidatos a vacunas.

Ejemplo 5: Demostracion de la eficacia protectora de una composicion vacunal realizada a partir_de
fragmentos nucleicos de secuencia de circovirus MAP

1) Animales usados para el estudio

Se han usado unos lechones que presentan la enfermedad MAP, reproducida en las condiciones experimentales
descritas en el parrafo c) del Ejemplo 4, en un protocolo de evaluacion de la eficacia de la composicion vacunal que
comprende unos fragmentos nucleicos de secuencia de circovirus MAP.

2) Composicion vacunal ensayada y protocolo de vacunacion

a) Componentes usados para el estudio

Se han obtenido los plasmidos a partir del plasmido pcDNAS de INVITROGENE
- Plasmidos pcDNA3 ORF-

Estos plasmidos son unos plasmidos que no comprenden ninguna insercién de acido nucleico de circovirus MAP y
se usan a titulo de plasmido de control negativo.

- Plasmido pcDNA3ORF1+ y plasmido pcDNA3ORF2+

Los plasmidos pcDNA3ORF1+ y pcDNA3ORF2+ son unos plasmidos que comprenden una insercion de acido
nucleico de la secuencia del circovirus MAP de tipo B, respectivamente un insercion que comprende el fragmento de
acido nucleico SEC ID n® 11 (ORF'1) que codifica para la proteina Rep de secuencia SEC ID n? 14 y una insercién
que comprende el fragmento de acido nucleico SEC ID n? 12 (ORF'2) que codifica para la proteina de secuencia
SEC ID n? 15, que corresponde probablemente a la proteina de capside, comprendiendo estas construcciones
nucleicas el codén ATG de iniciacidon de la secuencia que codifica la proteina correspondiente.

- Plasmido GMCSF+

El GM-CSF (Granulocyte/macrophage-colony stimulating factor) es una citoquina que interviene en el desarrollo, la
maduracion y la activacion de los macréfagos, de los granulocitos y de las células dendriticas presentadoras de
antigeno. Se estima que la aportacién beneficiosa del GM-CSF en la vacunacion es una activacion celular en
particular con el reclutamiento y la diferenciacion de células presentadoras de antigeno.

Este plasmido pcDNA3-GMCSF+ comprende una insercion de acido nucleico que codifica para el factor de
estimulacién de colonias granulocitos/macréfago, la proteina GM-CSF.

El gen que codifica para esta proteina GM-CSF ha sido clonado y secuenciado por Inumaru et al. (Immunol. Cell.
Biol., 1995, 73(5), 474-476). El plasmido pcDNA3-GMCSF ha sido obtenido del Dr. B. Charley del INRA de Jouy-en-
Josas (78, Francia).

- Baculovirus recombinantes
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Los baculovirus denominados ORF- son unos virus que no presenta ninguna insercién que comprende un fragmento
de &cido nucleico capaz de expresar una proteina de circovirus MAP.

Los baculovirus denominados ORF1+ (BAC ORF1+) u ORF2+(BAC ORF2+) son unos baculovirus recombinantes
que presentan respectivamente una insercion que comprende un fragmento de acido nucleico SEC ID n® 11 (ORF'1)
y una insercién que comprende el fragmento de acido nucleico SEC ID n? 12 (ORF'2).

- Adyuvante

El adyuvante suministrado por la Compania Seppic filial de AIR LIQUIDE es el adyuvante que corresponde a la
referencia AIF SEPPIC.

b) Protocolo de vacunacion

Se reparten unos lechones destetados de 3 semanas de edad en cuatro lotes A, B, C y D comprendiendo cada uno
8 lechones.

Los lotes A, By C, de 3 semanas de edad, reciben cada uno una primera inyeccion (inyeccion M1) de 1 ml que
contiene 200 microgramos de plasmidos (ADN desnudo) en PSB, pH: 7,2, por via intramuscular para cada uno de
los plasmidos mencionados a continuaciéon para cada lote, y después, a las 5 semanas de edad una segunda
inyeccién (inyeccion M2) que comprende estos mismos plasmidos. Se practica una tercera inyeccién
simultaneamente por el otro lado del cuello. Esta tercera inyeccion comprende 1 ml de una suspensién que contiene
5-10° células infectadas por baculovirus recombinantes y 1 ml de adyuvante AIF SEPPIC.

Lote A (F1) (lote de control):

—  primera inyeccién
Plasmido pcDNA3ORF1-, plasmido pcDNA3ORF2- y plasmido GMCSF+,

— segunda y tercera inyeccion (simultaneas)
Plasmido pcDNA3ORF1-, plasmido pcDNA3ORF2- y plasmido GMCSF+; Células transformadas por
baculovirus que no contiene ninguna insercion de &cido nucleico que codifica para una proteina de
circovirus MAP;
Adyuvante AIF SEPPIC.

Lote B (F2) (Lote de control):

—  primera inyeccion
Plasmido pcDNA3ORF1-, plasmido pcDNA3ORF2- y plasmido GMCSF+;

— segunda y tercera inyeccion (simultaneas)
Plasmido pcDNA3ORF1-, plasmido pcDNA3ORF2- y plasmido GMCSF+; Células transformadas por
baculovirus que no contiene ninguna insercion de &cido nucleico que codifica para una proteina de
circovirus MAP;
Adyuvante AIF SEPPIC.
Lote C (F3):

— primera inyeccién
Plasmido pcDNA3ORF1-, plasmido pcDNA3ORF2+ y plasmido GMCSF+;

- segunda y tercera inyeccion (simultaneas)
Plasmido pcDNA3ORF1+, plasmido pcDNA3ORF2+ y plasmido GMCSF+;

Células transformadas por unos baculovirus recombinantes BAC ORF1+ y BAC ORF2+ capaz de expresar
respectivamente la proteina Rep de secuencia SEC ID n® 14 y la proteina de secuencia SEC ID n® 15 del circovirus
MAP de tipo B.

Lote D (F4) (lote de control): ninguna inyeccién

Los lotes de lechones B, C y D se inyectan (puesta a prueba) a las 6 semanas de edad mientras que el lote A no
esta sometido a la prueba.

3) Seguimiento de los lotes
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— recuento tos-estornudos: 15 minutos/lote/dia;

— consistencia de las materias fecales: todos los dias;

— registros habituales: Toma de sangre semanal, pesaje;

— pesajes de los rechazos alimenticios: 3 veces por semana;
— calculo de la ganancia diaria en peso (gmq);

Las ganancias medias diarias se han calculado para cada uno de los lotes en un periodo de 28 dias tras la puesta a
prueba (véase la figura 10), y se ha efectuado asimismo un célculo intermedio de la gmq para cada uno de los lotes
en el primer y el segundo periodo de 14 dias. Los resultados obtenidos se indican a continuacion en la tabla 6.

Tabla 6: Ganancias medias diarias

F1 F2 F3 F4
DO-D14 411g 450 g 511 g 461 g
D14-D28 623 g 362 g 601 g 443 g
D0-D28 554 g 406 g 556 g 452 g

- Medicion de la hipertermia

La medicién de la hipertermia, superior a 41°C (véase la figura 11) y superior a 40,2°C, se ha efectuado para cada
uno de los lotes en un periodo total de 28 dias tras la puesta a prueba. Los resultados obtenidos, que corresponden
a la relacion expresada en porcentaje entre el nimero de registros térmicos superiores a 41°C (o superiores a
40,2°C) y entre el niUmero total de registros térmicos efectuados sobre el conjunto de los cerdos por periodos de una
semana, se indican a continuacién en las tablas 7 y 8, respectivamente para las mediciones de hipertermia superior
a 41°C y superior a 40,2°C.

Tabla 7: Hipertermias > 41°C

F1 F2 F3 F4
S1 41 0 0 0
S2 10,7 16 0 8,9
S3 4,7 27 0 45
S4 0 0 0 7,5

Tabla 8: Hipertermias > 40,2°C

F1 F2 F3 F4
St 29,1 10,41 29,1 20,8
S2 28,5 39,2 10,7 37,5
S3 14,3 68,7 25,0 81,2
S4 3,3 17,5 20,0 55

4) Conclusién

Los registros efectuados muestran claramente que los animales que han recibido las tres inyecciones de una
composicién vacunal que comprende unos fragmentos de acido nucleico de circovirus MAP segun la invencién y/o
capaces de expresar unas proteinas recombinantes de circovirus MAP, en particular de tipo B, no han presentado
ninguna hipertermia (véase la figura 10). Estos animales no han conocido ademas ninguna disminucién de su
crecimiento, siendo las gmqg comparables a las de los animales de control no infectados (véase la figura 9). No han
presentado ninguna sefal clinica particular.

Estos resultados demuestran la proteccion eficaz de los lechones contra la infeccion por un circovirus MAP de la
invencion, agente primario responsable de la MAP o DFP, aportada por una composicién vacunal preparada a partir
de un fragmento de &cido nucleico de la secuencia nucleica de circovirus MAP segun la invencién, en particular de
tipo B, y/o a partir de proteinas recombinantes codificadas por estos fragmentos de &cidos nucleicos.

Estos resultados muestran en particular que las proteinas codificadas por ORF1 y ORF2 de circovirus MAP segun la
invencion son unas proteinas inmundgenas que inducen una respuesta protectora eficaz para la prevencion de la
infeccion por un circovirus MAP.

Ejemplo 6: Diagnostico serologico de circovirus MAP mediante inmunodosificacion usando unas proteinas
recombinantes o unos péptidos de sintesis de circovirus MAP

A - Diagnostico serologico mediante proteinas recombinantes
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La identificacion y la secuenciacion de circovirus porcino MAP permiten producir mediante las técnicas de
recombinacion genética bien conocidas por el experto en la materia unas proteinas recombinantes de circovirus
MAP.

Mediante estas técnicas, se han expresado unas proteinas recombinantes codificadas en particular por el ORF'2 del
circovirus MAP, de tipo B, mediante unas células de insecto Sf9 transformadas y después aisladas.

Se extraen estas proteinas recombinantes codificadas por el ORF'2, después del cultivo de las células Sf9
transformadas, mediante lisis celular térmica gracias a 3 ciclos de congelacién/descongelacién -70°C/+37°C. Se lisan
asimismo unas células Sf9 sanas o Sf9 de control no transformadas.

Estas dos fracciones antigénicas procedentes de células Sf9 de control no transformadas y de células Sf9 que
expresan el ORF'2 se precipitan a 4°C mediante una disolucion al 60% mas o menos 5% de sulfato de amonio
saturado. Se realiza una dosificacion de proteinas totales con la ayuda del kit Biorad. Se adsorben 500 ng de
proteinas Sf9 de control y de proteinas Sf9 que expresan el ORF'2 semi-purificadas, en disolucion en tampén
bicarbonato 0,05 M pH 9,6, de forma pasiva en el fondo de 3 cupulas diferentes de una microplaca Nunc Maxisorp
mediante incubacién durante una noche a +4°C.

La reactividad de los sueros de cerdos frente a cada una de estas fracciones antigénicas se evalia mediante una
reaccion ELISA indirecta cuyo protocolo experimental se detalla a continuacion:

Etapa de saturacion: 200 ul/cupula de PBS1X/leche semi-desnatada 3%, incubacién durante 1h30 a 37°C.
— Lavado: 200 pl/cupula de PBS1X/Tween 20: 0,05%, 3 lavados rapidos.

— Etapa de incubacién de los sueros: 100 pl/cupula de suero diluido al 1/100 en PBS1X/leche semi-
desnatada, 1%/Tween 20: 0,05%, incubacion durante 1 h a 37°C.

— Lavado: 200 pl/cupula de PBS1X/Tween 20: 0,05%, 2 lavados rapidos seguidos de 2 lavados de 5 min.

— Etapa de incubacion del conjugado: 50 pl/cipula de conjugado de conejo anti-cerdo diluido al 1/1000 en
PBS1X/leche semi-desnatada, 1%/Tween 20: 0,05%, incubacién durante 1h a 37°C.

— Lavado: 200 pl/cupula de PBS1X/Tween 20: 0,05%, 2 lavados rapidos seguidos de 2 lavados de 5 min.

— Etapa de revelado: 100 pl/ctpula de sustrato OPD/Tamp6n de citrato/H20», incubacién durante 15 min. a
37°C.

—  Detencién de la reaccion: 50 pl/cdpula H2SO4 1N.

Lectura con el espectrofotdometro a 490 nm.
Resultados

Los resultados obtenidos se presentan a continuacion en la tabla 9.

Tabla 9
Antigenos Reactividad del suero de cerdo no Reactividad del suero de cerdo
inoculado por el circovirus inoculado por el circovirus
Sf9 de control purificado 0,076 0,088
Sf9 que expresa ORF'2 purificado 0,071 1,035

Los resultados se expresan en densidad Optica medida con el espectrofotémetro a 490 nm durante el andlisis
mediante ELISA de la reactividad de sueros de cerdo inoculado o no por el circovirus MAP de tipo B segun el
protocolo indicado anteriormente.

B - Diagnéstico serolégico mediante péptido de sintesis

La cartografia epitdpica de las proteinas codificadas, por ejemplo, por las secuencias nucleicas ORF1 y ORF2 de los
dos tipos de circovirus MAP (tipos A y B) ha permitido entre otros identificar unos epitopos circoviricos inmundgenos
sobre las proteinas codificadas por las secuencias nucleicas ORF'1 y ORF'2 asi como los epitopos especificos de la
proteina codificada por la secuencia nucleica ORF'2 del circovirus MAP de tipo B. Se han sintetizado en forma de
péptido cuatro epitopos especificos del circovirus MAP de tipo B y un epitopo comun a los dos tipos de circovirus
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MAP situados sobre la proteina codificada por la secuencia nucleica ORF'2. Se han sintetizado asimismo los
péptidos equivalentes en el circovirus de tipo A. Todos estos péptidos han sido evaluados como antigenos de
diagnostico en el ambito de la realizacion de un ensayo seroldgico.

Resultados

Los resultados obtenidos se representan en la tabla 10 a continuacion.
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Ejemplo 7: Caracterizacion de los epitopos especificos del circovirus MAP de tipo B

Se han elegido para este estudio las proteinas codificadas por el ORF2 de los circovirus porcinos de tipo A y B. Para
cada una de las ORF2 (tipos A y B), se han sintetizado 56 péptidos de 15 aminoacidos que se solapan cada 4
aminoacidos, recubriendo asi la totalidad de la proteina (véase la tabla 11 a continuacién).

Tabla 11: Secuencia de aminoacidos de los 56 péptidos de 15 aminoacidos sintetizados a partir de la secuencia
nucleica ORF'2 (tipo B) y ORF2 (tipo A) de circovirus MAP con su nimero de spot correspondiente (véase la figura
12)

ORF'2 tipo B ORF2 tipo A
Spot n® Secuencia Spot n® Secuencia
104 MTYPRRRYRRRRHRP 160 MTWPRRRYRRRRTRP
105 RRRYRRRRHRPRSHL (161 RRRYRRRRTRPRSHL
106 RRRRHRPRSHLGQIL 162 RRRRTRPRSHLGNIL
107 HRPRSHLGQILRRRP 163 TRPRSHLGNILRRRP
108 SHLGQILRRRPWLVH 164 SHLGNILRRRPYLVH
109 QILRRRPWLVHPRHR 165 NILRRRPYLVHPAFR
110 RRPWLVHPRHRYRWR 166 RRPYLVHPAFRNRYR
111 LVHPRHRYRWRRKNG 167 LVHPAFRNRYRWRRK
112 RHRYRWRRKNGIFNT 168 AFRNRYRWRRKTGIF
113 RWRRKNGIFNTRLSR 169 RYRWRRKTGIFNSRL
114 KNGIFNTRLSRTFGY 170 RRKTGIFNSRLSREF
115 FNTRLSRTFGYTVKR 171 GIFNSRLSREFVLTI
116 LSRTFGYTVKRTTVR 172 SRLSREFVLTIRGGH
117 FGYTVKRTTVRTPSW 173 REFVLTIRGGHSQPS
118 VKRTTVRTPSWAVDM 174 LTIRGGHSQPSWNVN
119 TVRTPSWAVDMMRFN 175 GGHSQPSWNVNELRF
120 PSWAVDMMRFNINDF 176 QPSWNVNELRFNIGQ
121 VDMMRFNINDFLPPG 177 NVNELRFNIGQFLPP
122 RFNINDFLPPGGGSN 178 LRFNIGQFLPPSGGT
123 NDFLPPGGGSNPRSV 179 IGQFLPPSGGTNPLP
124 PPGGGSNPRSVPFEY 180 LPPSGGTNPLPLPFQ
125 GSNPRSVPFEYYRIR 181 GGTNPLPLPFQYYRI
126 RSVPFEYYRIRKVKV 182 PLPLPFQYYRIRKAK
127 FEYYRIRKVKVEFWP 183 PFQYYRIRKAKYEFY
128 RIRKVKVEFWPCSPI 184 YRIRKAKYEFYPRDP
129 VKVEFWPCSPITQGD 185 KAKYEFYPRDPITSN
130 FWPCSPITQGDRGVG 186 EFYPRDPITSNQRGV
131 SPITQGDRGVGSSAV 187 RDPITSNQRGVGSTV
132 QGDRGVGSSAVILDD 188 TSNQRGVGSTVVILD
133 GVGSSAVILDDNFVT 189 RGVGSTVVILDANFV
134 SAVILDDNFVTKATA 190 STVVILDANFVTPST
135 LDDNFVTKATALTYD 191 ILDANFVTPSTNLAY
136 FVTKATALTYDPYVN 192 NFVTPSTNLAYDPYI
137 ATALTYDPYVNYSSR 193 PSTNLAYDPYINYSS
138 TYDPYVNYSSRHTIT 194 LAYDPYINYSSRHTI
139 YVNYSSRHTITQPFS 195 PYINYSSRHTIRQPF
140 SSRHTITQPFSYHSR 196 YSSRHTIRQPFTYHS
141 TITQPFSYHSRYFTP 197 HTIRQPFTYHSRYFT
142 PFSYHSRYFTPKPVL 198 QPFTYHSRYFTPKPE
143 HSRYFTPKPVLDFTI 199 YHSRYFTPKPELDQT
144 FTPKPVLDFTIDYFQ 200 YFTPKPELDQTIDWF
145 PVLDFTIDYFQPNNK 201 KPELDQTIDWFQPNN
146 FTIDYFQPNNKRNQL 202 DQTIDWFQPNNKRNQ
147 YFQPNNKRNQLWLRL 203 DWFQPNNKRNQLWLH
148 NNKRNQLWLRLQTAG 204 PNNKRNQLWLHLNTH
149 NQLWLRLQTAGNVDH 205 RNQLWLHLNTHTNVE
150 LRLQTAGNVDHVGLG 206 WLHLNTHTNVEHTGL
151 TAGNVDHVGLGTAFE 207 NTHTNVEHTGLGYAL
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(continuacién)

ORF'2 tipo B ORF2 tipo A
Spot n® Secuencia Spot n® Secuencia
152 VDHVGLGTAFENSIY 208 NVEHTGLGYALQNAT
153 GLGTAFENSIYDQEY 209 TGLGYALQNATTAQN
154 AFENSIYDQEYNIRV 210 YALQNATTAQNYVVR
155 SIYDQEYNIRVTMYV 211 NATTAQNYVVRLTIY
156 QEYNIRVTMYVQFRE 212 AQNYVVRLTIYVQFR
157 IRVTMYVQFREFNFK 213 VVRLTIYVQFREFIL
158 MYVQFREFNFKDPPL 214 TIYVQFREFILKDPL
159 VQFREFNFKDPPLNP 215 YVQFREFILKDPLNE

Estos péptidos han sido sintetizados segun el método “spot” que consiste en una sintesis simultdnea de un gran
nuamero de péptidos sobre un soporte solido de celulosa, constituyendo a cada lugar de sintesis de un péptido un
spot (Synt:em, NIMES). Este método implica una orientacion de los péptidos sobre la placa, estando éstos fijados de
manera covalente por el extremo carboxi-terminal. Un spot representa aproximadamente 50 nmoles de péptido.

La referencia de los spot y de las secuencias peptidicas correspondientes se proporciona en la tabla 11.

Estas membranas han sido usadas para unos ensayos de inmunorreactividad frente a sueros de cerdos EOPS
infectados o no experimentalmente por la cepa circoviral MAP de tipo B asi como frente a sueros de cerdos
infectados, procedentes de ganaderias convencionales (ganaderias convencionales 1 6 2). Este estudio ha permitido
demostrar unos péptidos inmunorreactivos especificos del circovirus de tipo B que corresponde a los spot n® 121, n®
132, n?2 133 y n? 152 (respectivamente de secuencias de aminoacidos SEC ID n® 17, SEC ID n® 18, SEC ID n® 19y
SEC ID n? 20). Se presenta una ilustracién en la figura 12 en la que las membranas se revelan con un suero de
cerdo infectado, procedente de una ganaderia convencional. Se han demostrado asimismo unos péptidos
inmunorreactivos no especificos de tipo, entre los cuales se considerara el péptido n® 146 que es altamente
inmundgeno.

Una comparacion entre las secuencias peptidicas de los circovirus de tipo A y B (figura 13) indica una divergencia
comprendida entre 20 y 60% para los péptidos inmunorreactivos especificos de tipo B, y una divergencia mas baja
(13%) entre los péptidos no especificos.
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<120> SECUENCIA GENOMICA Y POLIPEPTIDOS DE CIRCOVIRUS ASOCIADO CON LA ENFERMEDAD DEL
ADELGAZAMIENTO DEL LECHON (map), APLICACIONES AL DIAGNOSTICO Y A LA PREVENCION Y/O AL

TRATAMIENTO DE LA INFECCION

<130> D17221

<140>
<141>

<150> FR 97 15396
<151>1997-12-05

<160> 20

<170> Patentin Vers. 2.0

<210> 1
<211> 1759

<212> ADN genomico
<213> Circovirus MAP tipo A

<220> Hebra de polaridad + (5'-3)

<400> 1

accagcgcac
aagcggcccg
gaaaaacaaa
aggtttggaa
gacttttaac
aaccgaccag
agctccgecgg
gacggggtcet
cgggctggcet
tgtacacgtc
tgagcctagg
agaagaagtt
actgtgtgac
ccgcagtatt
cccagctgta
agaacaatcc
tttcccatat
tttattcatt
ttaccacata
cgacattggt
accaatcaat
agggctgect
tggagggggt
tagaggtgat
ggaaaggtag
atctcagctc
attctctaga

ttcggcageg
caaccccata
atacgggagc
gagggtagaa
aaggtgaagt
cagaataaag
aaccagggga
ttggtgactyg
gaacttttga
atagtgggcc
gacacctact
gttgttttgg
cggtatccat
ttgattacca
gaagctctct
acggaggtac
aaaataaatt
tagagggtct
attttgggct
gtgggtattt
tgtttggtct
tatggtgtgg
tacaaagttg
ggggtctctg
gggtaggggg
gttaacattc

aaggcgggaa

gcagcacctc
agaggtgggt
ttccaatctc
ctcctcacct
ggtattttgg
aatactgcag
agcgcagcga
tagccgagca
aagtgagcgg
cgeceggetg
ggaagcctag
atgattttta
tgactgtaga
gcaatcaggce
atcggaggat
ccgaaggccg
actgagtctt
ttcaggataa
gtggttgcat
aaatggagcc
agctctggtt
cgggaggage
gcatccaaga
gggtaaaatt
ttggtgecege
caagatggct
ttgaagatac

tgaaggcggg gtgtaccaaa tatggtcttc
ggcgggtecg tcttcectgegg taacgcctcce
agtgcgctgce tgtagtatt

ggcagcgtca
gttcaccctt
cctttttgat
ccaggggttt
tgceecgetge
taaagaaggc
cctgtctact
gtttcctgta
gaagatgcag
tgggaagagc
tagaaataag
tggctggtta
gactaaaggg
ccececcaggaa
tactactttg
atttgaagca
ttttgttatc
attctctgaa
tttggagcgce
acagctggtt
tgggggtgaa
agttaatata
taacaacagt
catatttagce
ctgagggggyg
gcgagtgtcce
ccgtettteg
tccggaggat
ttggccacgt

gtgaaaatgc
aataatcctt
tattttgtee
gcgaattttg
cacatcgaga
cacatactta
gctgtgagta
acgtatgtga
aagcgtgatt
cagtgggccc
tggtgggatg
ccttgggatg
ggtactgttc
tggtactcect
caattttgga
gtggacccac
acatcgtaat
ttgtacataa
atagcccagg
tcttttatta
gtacctggag
ggggtcatag
ggacccaaca
ctttctaata
gaggaactgg
tcctcttatg
gcgccatcetg
gtttccaaga
catcctataa

caagcaagaa
ccgaggagga
gtggcgagga
ctaagaagca
aagcgaaagg
tcgagtgtgg
cccttttgga
gaaatttccg
ggaagacagc
gtaattttgc
gatatcatgg
atctactgag
cttttttgge
caactgctgt
agactgctgg
cctgtgccect
ggtttttatt
atagtcaacc
cctgtgtget
tttggctgga
tggtaggtaa
gccaagttgg
cctctttgat
cggtagtatt
ccgatgttga
gtgagtacaa
taacggtttce
tggctgeggg
aagtgaaaga

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1759

<210>2

<211> 1759

<212> ADN genomico

<213> Circovirus MAP de tipo A

<220> Hebra de polaridad — (5'-3")

29



10

<400> 2

aatactacag
cgcagaagac
ttggtacacc
tccecgeecttt
aatgttaacg
cecectaceee
agagacccca
aactttgtaa
cacaccataa
gaccaaacaa
aatacccaca
gcccaaaatt
gaccctctaa
atttatttta
tacctcegtg
gagagcttct
ggtaatcaaa
tggataccgg
caaaacaaca
gtaggtgtcc
gcccactatg
caaaagttca
agtcaccaaa
ccectggtte
tttattetge
cttcaccttg
tctaccctet
ctcececgtatt

atggggttgc
gctgccgaag

<210> 3

<211> 939
<212> ADN
<213> Circovirus

<220> ORF1

<400> 3

atgccaagca
ccttccgagg
gtttgtggeg
tttgctaaga
gagaaagcga

cttatcgagt
agtacccttt
gtgagaaatt
gattggaaga
gcccgtaact
gatggatatc
gatgatctac
gttcetrteer
tcctcaactyg
tggaagactg
ccaccctgtg

cagcgcactet
ggacccgece
ccgccettecag
ctagagaatt
agctgagatt
taccttteca
tcacctctaa
cccecectecac
ggcagccctt
ttgattggtt
ccaatgtcga
atgtggtaag
atgaataaaa
tatgggaaaa
gattgttctc
acagctggga
atactgcggg
tcacacagetc
acttcttcte
ctaggctcag
acgtgtacag
gccagccege
gaccecegtcet
cgcggagctce
tggtcggtte
ttaaaagtct
tccaaacctt
ttgtttttct
gggccgette

tgcgctggt

MAP de tipo A

agaaaagecqgg
aggagaaaaa
aggaaggttt
agcagacttt
aaggaaccga

gtggagctcc
tggagacggyg
tcecgeggget
cagctgtaca
ttgctgagcc
atggagaaga
tgagactgtg
cggececcgeag
ctgtceccage
ctggagaaca
ccecttttecc

ES 2

ctttcacttt
ccgcagecceat
aaaccgttac
tgtactcacc
caacatcggc
atactacecgt
tcaaagaggt
caacttggcce
tacctaccac
ccagccaaat
gcacacagge
gttgactatt
ataaaaacca
gggcacaggg
cagcagtctt
cagcagttga
ccaaaaaagg
tcagtagatc
catgatatcc
caaaattacg
ctgtcttcca
ggaaatttct
ccaaaagggt
cacactcgat
ctttecgettt
gcttcttagce
cectegecaca
cctecctcgga
tcttgettgg

ccecgcecaacce
caaaatacgg
ggaagagggt
taacaaggtg
ccagcagaat

gcggaaccag
gtctttggtg
ggctgaactt
cgtcatagtg
tagggacacc
agttgttgtt
tgaccggtat
tattcttgace
tgtagaagct
atccacggag
atataaaata

317679 TS5

tataggatga
cttggaaacg
agatggcgece
ataagaggag
cagttcctec
attagaaagg
gttgggtcca
tatgacccet
tccaggtact
aataaaagaa
ctgggctatg
tatgtacaat
ttacgatgtg
tgggtccact
ccaaaattgc
ggagtaccat
aacagtaccce
atcccaaggt
atcccaccac
ggcccactgg
atcacgctgc
cacatacgtt
actcacagca
aagtatgtgg
ctcgatgtgg
aaaattcgca
aacaaaataa
aggattatta
cattttcact

cataagaggt
gagcttccaa
agaactcete
aagtggtatt
aaagaatact

gggaagcgca
actgtagcceg
ttgaaagtga
ggcccgceecyg
tactggaagc
ttggatgatt
ccattgactg
accagecaatce
ctctatcgga
gtacccgaag
aattactga

30

cgtggcecaaq
tcctececggag
gaaagacggg
gacactcgca
ccecectcagg
ctaaatatga
ctgttgttat
atattaacta
tcacccccaa
accagctgeg
cgctccaaaa
tcagagaatt
ataacaaaaa
gcttcaaatc
aaagtagtaa
tcectgggggg
ccrertagtcet
aaccagccat
ttatttctac
ctcttceccac
tgcatcttcc
acaggaaact
gtagacaggt
ccttetttac
cagcgggeac
aacccctgga
tcaaaaaggg
agggtgaaca
gacgetgceeg

gggtgttcac
tctececettett
accteccaggg
ttggtgcccqg
gcagtaaaga

gcgacctgtce
agcagtttcc
gcgggaagat
gttgtgggaa
ctagtagaaa
tttatggctg
tagagactaa
aggeeeeececa
ggattactac
gccgattrga

gaggecgtcac
aagaccatat
tatcttcaat
gccatcttgqg
cggcaccaac
attttacccc
cttggatgcc
ctectecege
accagagcta
gctccattta
tgcaaccaca
tatcctgaaa
agactcagta
ggecctteggg
tccteccgata
cctgattget
ctacagtcaa
aaaaatcatc
taggcttcca
aaccgggegyg
cgctcacttt
gctcggcectac
cgctgegett
tgcagtattc
caaaatacca
ggtgaggagt
agattggaag
cccacctectt
aggtgctgcec

60
120
180
240
300
360
4120
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1759

60

ccttaataat
tgattatttt
gtttgcgaat
ctgccacatc
aggeccacaca

120
180
240
300

tactgctgtyg
tgtaacgtat
gcagcagecgt
gagccagtgg
taagtggtgg
gttaccttgg
agggggtact
ggaatggtac
cctgcaattt
agcagtggac

360
120
480
540
600
660
720

-780

840
500
539
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<210> 4
<211> 702
<212> ADN

<213> Circovirus MAP de tipo A

<220> ORF2
<400> 4

atgacgtggc
aacatectcee
cgccgaaaga
ggaggacact
cteceeccet
aaggctaaat
tccactgttg
ccctatatta
tacttcaccc
agaaaccagc
tatgcgctcc
caattcagag

<210>5
<211> 621
<212> ADN

caaggaggcg
ggagaagacc
cgggtatctt
cgcagccatce
caggcggcac
atgaatttta
ttatcttgga
actacteccte
ccaaaccaga
tgtggctcca
aaaatgcaac
aatttatcct

<213> Circovirus MAP de tipo A

<220> ORF3

<400> 5

atgatatcca
aaaattacgg
tgtcttccaa
gaaattectc
caaaagggta
acactcgata
tttcgettte
cttcttagea
ctcgccacaa
ctcctecggaa
cttgettgge

<210> 6
<211> 312
<212> PRT

tceccaccact
gcccactgge
tcacgctgct
acatacgtta
ctcacagcag
agtatgtggc
tcgatgtggc
aaattcgcaa
acaaaataat
ggattattaa
attttcactg

<213> Circovirus MAP de tipo A

<400> 6

ES 2317679 T5

ttaccgcaga
atatttggta
caattcccgce
ttggaatqgtt
caaccccecta
ccccagagac
tgccaacttt
ccgccacacc
gctagaccaa
tttaaatacc
cacagcccaa
gaaagaccct

agacggaccc
caccccgect
ctcttctagag
aacgagctga
cccctacett
cccatcacct
gtaacccect
ataaggcage
acaattgatt
cacaccaatg
aattatgtgg
ctaaatgaat

gccececcgecag
tcagaaaccg
aatttgtacet
gattcaacat
tccaatacta
ctaatcaaag
ccaccaactt
cctttaccta
ggttccagcc
tcgagcacac
taaggttgac
aa

ccatcttgga
ttacagatgg
caccataaga
cggccagttc
ccgtattaga
aggtgttggg
ggcctatgac
ccactccagg
aaataataaa

aggcctgggc
tatttatgta

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
702

tatttctact
tcttcccaca
gcatcttccc
caggaaactg
tagacaggtc
cttctttact
agecgggecacce
acccctggag
caaaaaggga

gggtgaacac
a

aggcttccag
accgggcggyg
gctcactttc
ctcggctaca
gctgcgcecttce
gcagtattct
aaaataccac
gtgaggagtt
gattggaagc
ccacctgtta

31

taggtgtece
cccactatga
aaaagttcag
gtcaccaaag
ccctggttcce
ttattctgct
ttcaccttgt
ctaccctcecte
tccogtattt

tggggtrgcyg

taggctcage
cgtgtacagc
ccagcccgeg
accececgtete
gcggagctce
ggtcggttcce
taaaagtctg
ccaaacectec
tgtrtttctc
ggccgetttt

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
621



Met
Thr
Pro
Glu
Gln

65
Glu
Glu
Arg
Leu
Arg
145
Asp
Lys
Lys
val
Arg
225
Val
Gln
Arg

Thr

Leu
305

Pro
Leu
Ile
Gly
50
Thr
Lys
Gly
Ser
vVal
130
Gly
Trp
Ser
Pro
val
210
Leu
Pro
Glu
Arg
Glu

29¢C
Phe

<210>7

<211> 233
<212> PRT
<213> Circovirus MAP de tipo A

<400>7
Met Thr Trp Pro Arg

1

Ser
Asn
Ser

35
Arg
Phe
Ala
His
Asp
115
Thr
Leu
Lys
Gln
Ser
195
Leu
Cys
Phe
Trp
Ile
275
val

Pro

Lys
Asn

20
Leu
Thr
Asn
Lys
Ile
100
Leu
val
Ala
Thr
Trp
180
Arg
Asp
Asp
Leu
Tyr
260
Thr

Pro

Tyr

Lys
Pro
Phe
Pro
Lys
Gly

85
Leu
Ser
Ala
Glu
Ala
165
Ala
Asn
Asp
Arg
Ala
245
Ser
Thr

Glu

Lys

5

Ser His Leu Gly Asn

20

Ala Phe Arg Asn Arg

35

Ser
Ser
Asp
His
vVal

70
Thr
Ile
Thr
Glu
Leu
150
val
Arg
Lys
Phe
Tyr
230
Arg
Ser
Leu

Cly

ile
310

Arg
Ile

Tyr

ES 2317679 T5

Gly Pro
Glu Glu

Tyr Phe

40

Leu Gln
55

Lys Trp

Asp Gln
Glu Cys

Ala Vval
120

Gln Phe

135

Leu Lys

His Vval
Asn Phe

Trp Trp
200

Tyr Gly

215

Pro Leu

Ser ILle
Thr Ala
Gln Phe

280
Arg Phe

285
Asn Tyr

Arg Tyr
Leu Arg

Arg Trp
40

Gln
Glu

25
val
Gly
Tyr
Gln
Gly
105
Ser
Pro
val
Ile
Ala
185
Asp
Trp
Thr
Leu
Val
265
Trp

Glu

Arg
Arg

25
Arg

32

Pro
10
Lys
Cys
Phe
Phe
Asn
90
Ala
Thr
vVal
Ser
vVal
170
Glu
Gly
Leu
Val
Ile
250
Pro

Lys

Ala

Arg
Arg

Arg

His
Asn
Gly
Ala
Gly

75
Lys
Pro
Leu
Thr
Gly
155
Gly
Pro
Tyr
Pro
Glu
235
Thr
Ala

Thr

Val

Lys
Lys
Glu
Asn

60
Ala
Glu
Arg
Ley
Tyr
140
Lys
Pro
Arg
His
Trp
2290
Thr
Ser
Val

Ala

Asp
300

Arg Arg

Pro

Lys

Tyr

Thr

Arg
Ile
Glu

45
Phe
Arg
Tyr
Asn
Glu
125
Val
Met
Pro
Asp
Gly
205
Asp
Lys
Asn
Glu
Gly

285
Pro

Thr
Leu

Gly
45

Trp
Arg

30
Gly
Ala
Cys
Cys
Gln
110
Thr
Arg
Gln
Gly
Thr
180
Glu
Asp
Gly
Gln
Ala
270

Glu

Pro

Arg

Val
30
Ile

Val

Glu

His
Ser

95
Gly
Gly
Asn
Gln
Cys
175
Tyr
Glu
Leu
Gly
Ala
255
Leu

Gln

Cys

Pro
15
His

Phe

Phe
Leu
Glu
Lys
Ile

80
Lys
Lys
Ser
Phe
Arg
160
Gly
Trp
Val
Leu
Thr
240
Pro
Tyrc

Ser

Ala

Arg
Pro

Asn
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Ser Arg Leu Ser Arg Glu Phe Val Leu Thr Ile
50 SS
Gln Pro Ser Trp Asn Val Asn Glu Leu Arg Phe
65 70 75
Leu Pro Pro Ser Gly Gly Thr Asn Pro Leu Pro
85 90
Tyr Arg Ile Arg Lys Ala Lys Tyr Glu Phe Tyr
100 105
Thr Ser Asn Gln Arg Gly Val Gly Ser Thr Val
115 120
Asn Phe Val Thr Pro Ser Thr Asn Leu Ala Tyr
130 135
Tyr Ser Ser Arg His Thr Ile Arg Gln Pro Phe
145 150 155
Tyr Phe Thr Pro Lys Pro Glu Leu Asp Gln Thr
165 170
Pro Asn Asn Lys Arg Asn Gln Leu Trp Leu His
180 185
Asn Val Glu His Thr Gly Leu Gly Tyr Ala Leu
195 200
Ala Gln Asn Tyr Val Val Arg Leu Thr Ile Tyr
210 215
Phe Ile Leu Lys Asp Pro Leu Asn Glu
225 230
<210> 8
<211> 206
<212> PRT
<213> Circovirus MAP de tipo A
<400> 8
Met Ile Ser Ile Pro Pro Leu Ile Ser Thr Arg
1 5 10
Pro Arg Leu Ser Lys Ile Thr Gly Pro Leu Ala
20 25
Arg Ala His Tyr Asp Val Tyr Ser Cys Leu Pro
35 4C
Leu Pro Ala His Phe Gln Lys Phe Ser Gln Pro
50 55
Ile Arg Tyr Arg Lys Leu Leu Gly Tyr Ser His
65 70 75
Gln Lys Gly Thr His Ser Ser Arg Gln Val Ala
85 90
Pro Arg Ser Ser Thr Leu Asp Lys Tyr Val Ala
100 105
Phe Phe Ile Leu Leu Val Gly Ser Phe Arg Phe
115 120
Gly Thr Lys Ile Pro Leu His Leu Val Lys Ser
130 135
Ile Arg Lys Pro Leu Glu Val Arg Ser Ser Thr
145 150 155
Leu Ala Thr Asn Lys Ile Ile Lys Lys Gly Asp
165 170
Phe Val Phe Leu Leu Leu Gly Arg Ile Ile Lys
180 185

33

Arg

€0
Asn
Leu
Pro
Val
Asp
140
Thr
Ile
Leu

Gln

Val
220

Leu
Leu
Ile
Ala
60
Gln
Ala
Phe
Leu
Leu
140
Leu

Trp

Gly

Gly
Ile
Pro
Arg
Ile
125

Pro
Tyr
Asp
Asn
Asn

205
Gln

Pro
Pro
Thr

45
Glu
Arg
Leu
Phe
Asp
125
Leu
Phe
Lys

Glu

Gly His
Gly Gln

Phe Gln
95

Asp Pro

110

Leu Asp

Tyr Ile
His Ser

Trp Phe
175

Thr His

190

Ala Thr

Phe Arg

Val Gly
15
Thr Thr
30
Leu Leu

Ile Ser

Pro Arg
Leu

95
Ala

Pro

Thr
110
Val Ala

Leu Ser

Gln Thr

Preo
175
Pro

Leu

His
180

Ser

Phe

80

Tyr
Ile
Ala
Asn
Arg
160
Gln
Thr
Thr

Glu

Val
Gly
His
His
Leu
80
Val
Val
Ala
Lys
Phe
160
Tvr

Pro
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Leu Met Gly Leu Arg Ala Ala Phe Leu Ala Trp His Phe His

<210>9
<211> 1767

195

<212> ADN genomico
<213> Circovirus MAP de tipo B

<220> Hebra de polaridad + (5'-3")

<400>9

accagcgcac
agaagaatgg
cttccgaaga
ccgreggecga
ttgtgaagaa
agaaagcgaa
tgatggagtg
gtaccttgtt
tcagaaattt
attggaagac
ctgctaattt
atggttacca
atgatctact
tacctetttte
cctcaactgce
ggaagaatgce
catgccctga
ttttattatt
atacatggtt
gaggcctacg
gttgtttggt
ggagtggtag
ataggtgagg
cactcccctg
tattctgtag
gtcattaata
cttgacagta
ccagecggtaa
atggetgegg
aaacgaaaga

<210> 10
<211> 1767

ttcggecageg
aagaagcgga
cgagcgcaag
ggagggtaat
gcagactttt
aggaacagat
tggagctcct
ggagagcggg
ccgegggcetg
taatgtacac
tgcagacccg
tggtgaagaa
gagactgtgt
ggcccgcagt
tgtcccagcet
tacagaacaa
atttccatat
cattaagggt
acacggatat
tggtctacat
tggaagtaat
gagaagggct
gctgtggecct
tcaccctggg
tattcaaagg
ttgaatctca
tatccgaagg
cggtggcggg
gggeggtgte
agtgcgctgt

<212> ADN genomico
<213> Circovirus MAP de tipo B

<220> Hebra de polaridad — (5'-3")

<400> 10

aatacttaca
agaagaagac
gtccaceccec
tccecgcaccet
gacatgatga

gcgcacttct
accgececceeg
gccacecgtta
tcggatatac
gattcaatat

gcagcaccte
ccccaacccece
aaaatacggg
gaggaaggac
aataaagtga
cagcagaata
agatctcaqq
agtctggtga
gctgaacttt
gtcattgtgg
gaaaccacat
gtggttgtta
gatcgatatce
attctgatta
gtagaagctc
tccacggagyg
gaaataaatt
taagtggggg
tgtattecctg
ttccagcagt
caatagtgaa
gggttatggt
ttgttacaaa
tgatcgggga
gcacagagcg
tcatgtccac
tgcgggagag
ggtggacgag
ttettctteg
aagtatt

ttcgttttca
cagccatctt
ccgetggaga
tgtcaagcga
taatgacttt

200

ggcagcacct
ataaaaggtg
atcttccaat
gaacacctca
agtggtatcct
aagaatactg
gacaacggag
ccgttgecaga
tgaaagtgagqg
ggccacetgg
actggaaacc
ttgatgactt
cattgactgt
ccagcaatca
tttatcggag
aagggggcca
actgaqgtctt
gtctttaaaa
gtcgtatata
ttgtagtcte
atctaggaca
atggcgggag
gttatcatct
gcagggccag
ggggtttgac
cgecccaggag
gcgggtgttg
ccaggggegg
gtaacgccte

gatatgacgt
ggccagatcc
aggaaaaatg
accacagtca
cttcecececag

34

cagcagcaacg
ggtgttcact
atccctatctt
cctecagggg
gggtgcceegce
cagtaaagaa
tgacctgtct
gcagcaccct
cgggaaaatg
gtgtggtaaa
acctagaaac
ttatggctgg
agagactaaa
gaccecegttg
gattacttcc
gttcgtcacc
ttttatcact
ttaaattcte
ctgttttega
agccacagcet
ggrttggggg
gagtagttta
aaaataacag
aattcaacct
cccecctectg
ggcgttetga
aagatgccat
cggcggagga
cttggatacg

atccaaggag
tccgeegeceg
gcatcttcaa
gaacgcccte

gaggggggrc

205

acgcgccagea
crtgaataatc
gattatttta
ttcgectaatt
tgccacateg
ggcaacttac
actgctgtga
gtaacgtttg
cagaagcgtg
agcaaatgggq
aagtggtggg
ctgccctggg
ggtggaactg
gaatggtact
ttggtatcte
ctttccceccce
tcgtaatggt
tgaattgtac
acgcagtgcc
ggtttcteee
taaagtaccg
cataggggtc
cactggagec
taacctttct
ggggaagaaa
ctgtggtteg
tttrccttet
tctggccaag
tcatatctga

gcgttaccga
cccctggete
cacccgcctce
ctgggcggtg
aaacccccge

60
120
180
240
300
360
420
4180
540
600
660
720
780
840
900
560
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1767

60

120
180
240
300
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15

tctgtgeect
ccgatcaccc
gtaacaaagqgg
ataacccagce
actattgatet
getggaaatyg
gaatacaata
ccacttaacc
ttatttcata
ccgtggattyg
cttctacage
tcagaatact
atcgatcaca
caaccacttc
tggtttccgg
caatgacgtg
gttcagccag
ccagactcce
gagatctagg
tctgectgatc
ctttattaaa
cttcctecatt
gtattttett
gttggggtcce
gtgctgccge

<210> 11
<211> 945
<212> ADN

ttgaatacta
agggtgacag
ccacagceccct
ccttetecta
acttccaacc
tagaccacgt
tccgtgtaac
cttaatgaat
tggaaattca
ttetgtagea
tgggacagca
gcgggccaaa
cagtctcagt
ttcaccatgg
gtctgcaaaa
tacattagtc
cccgcggaaa
gctctccaac
agctccacac
tgtteccttee
agtctgctetce
accctectceg
gcgctegtet
gcttcttcca
tgccgaagtg

<213> Circovirus MAP de tipo B

<220> ORF1

<400> 11

atgcccagcea
ctgaataatc
gattatttta
ttcgctaatt
tgccacatcg
ggcaacttac
actgctgtga
gtaacgtttg
cagaagcgtg
agcaaatggg
aagtggtggg
ctgccctggg
ggtggaactg
gaatggtact
ttggtatttt
ctttecccee

<210> 12
<211> 702
<212> ADN

agaagaatgg
cttccgaaga
ttgttggcga
ttgtgaagaa
agaaagcgaa
tgatggagtg
gtaccttgtt
tcagaaattt
attggaagac
ctgctaattt
atggttacca
atgatctact
taccttttet
cctcaactgce
ggaagaatgc
catgccctga

<213> Circovirus MAP de tipo B

<220> ORF2

ES 2317679 T5

cagaataaga
gggagtgggc
cacctatgac
ccactececgg
aaacaacaaa
aggecctcgge
catgtatgta
aataaaaacc
gggeatgggyg
ttcttccaaa
gttgaggagt
aaaggtacag
agatcatccc
taaccatccc
ttagcagccc
ttccaatcac
tttctgacaa
aaggtactca
tccatcagta
gctttctcga
ttcacaaaat
ccaacaataa
tcggaaggat
ttcttcttge

cgctggt

aagaagcgga
cgagcgcaag
ggagggtaat
gcagactttt
aggaacagat
tggagctcct
ggagagcggg
ccgegggcetg
taatgtacac
tgcagaccecg
tggtgaagaa
gagactgtgt
ggcccgeage
tgtcccaget
tacagaacaa
atttccatat

aaggttaagg
tccagtgctg
ccctatgtaa
tactttaccc
agaaaccagce
actgcgrteg
caattcagag
attacgaagt
gggaaagggt
ataccaagga
accattccaa
ttccaccttt
agggcagcca
accacttgtt
atttgcrete
gcttctgcat
acgttacagg
cagcagtaga
agttgcctte
tgtggcagcg
tagcgaaccc
aataatcaaa
tattcagagt
tgggcatgtt

ccccaacccece
aaaatacggg
gaggaaggac
aataaagtga
cagcagaata
agatctcagg
agtctggtga
gctgaacttt
gtcattgtgg
gaaaccacat
gtggttgtta
gatcgatatc
attctgatta
gtagaagctc
tccacggagg
gaaataaatt

35

ttgaattctg
ttattttaga
actactcctc
ccaaacctgt
tgtggctgag
aaaacagtat
aatttaattt
gataaaaaag
gacgaactqgqg
agtaatectce
cggggtcrga
agtctctaca
gccataaaagq
tctaggtggt
accacaccca
tttcccgete
gtgctgctct
caggtcactc
tttactgcag
ggcacccaaa
ctggaggtga
tagggatatt
gaacacccac

gctgetgagg

ataaaaggtg
atcttccaat
gaacacctca
agtggtattt
aagaatactg
gacaacggag
ccgttgcaga
tgaaagtgag
ggccacctgg
actggaaacc
ttgatgactt
cattgactgt
ccagcaatca
tttatcggag

aagggggcca
actga

gccctgetcce
tgataacttt
ccgeccatace
cctagatttce
actacaaact
atacgaccag
taaagacccec
actcagtaat
ccececttece
cgataaagag
ttgctggtaa
gtcaatggat
tcatcaataa
ttccagtatg
ggtggccceca
actttcaaaa
gcaacggtca
cgttgtccct
tattctttac
taccacttca
ggtgttecgee
ggaagatccce
cttttatggg
tgctgccgag

ggtgttcact
atccctatet
cctcecagggg
gggtgcccge
cagtaaagaa
tgacctgtct
gcagcaccct
cgggaaaatg
gtgtggtaaa
acctagaaac
ttatggctgg
agagactaaa
gaccccgttg
gattacttce
gttcgtcacc

360
420
480
240
600
660
720
780
840
500
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1767

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
945
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<400> 12

atgacgtatc
cagatcctcece
aaaaatggceca
acagtcagaa
ccececaggag
gttaaggttg
agtgetgtta
tatgtaaact
tttacecccca
aaccagctgt
gcgttcgaaa
ttcagagaat

<210> 13

<211> 315
<212> ADN
<213> Circovirus MAP de tipo B

<220> ORF3

<400> 13

caaggaggcyg
geccgecgcecce
tcttcaacac
cgccctectyg
gggggtcaaa
aattctggcece
ttttagatga
actcctceeq
aacctgtect
ggctgagact
acagtatata
ttaattttaa

ES23

ttaccgaaga
ctggectecgte
cecgectctcece
ggcggtggac
cececeecgetet
ctgctcececqg
taactttgta
ccataccata
agatttcace
acaaactgct
cgaccaggaa
agacceccea

17 679 T5

agaagacacc
cacccecegece
cgcaccttcg
atgatgagat
gtgeccectttyg
atcaceccagqg
acaaaggecea
acccageccect
attgattact
ggaaatgtag
tacaatatcc
cttaaccctt

gcccccgceayg
accgttaccg
gatatactgt
tcaatattaa
aatactacag
gtgacagggg
cagecececac
tctectacea
tccaaccaaa
accaecgtagg
gtgtaaccat
aa

ccatcttggc
ctggagaagg
caagcgaacce
tgactttctt
aataagaaag
agtgggcetcce
ctatgacccce
ctcceggtac
caacaaaaga

cctcggeact

gtatgtacaa

atggtaacca
aaaattagca
agtcttccaa
gaaatttctg
caacaaggta
acactccatce

<210> 14
<211> 314
<212> PRT

tceccaccact
gcccatttge
tcacgcttct
acaaacgtta
ctcacagcag
agtaa

tgtttctagg
ttttaccaca
gcattttccce
cagggtgctg
tagacaggtc

<213> Circovirus MAP de tipo B

<400> 14

Met
1
Tcp

Pro
Val

Arg Asp

Gly Asn
' 50
Val Lys
65

Ser
Phe
Leu
Glu

Lys

Lys

Thr
20

Pro

35

Glu

Gln

Lys
Leu
Ile
Gly

Thr

Asn Gly

Asn Asn

Ser Leu

Thr
55
Asn

Arg

Phe
70

tggtttccag
cccaggtgge
gctcactttc
ctctgcaacg
actccgttgt

Arg Ser

Ser
25
Asp

Pro

Phe
40
Pro His

Lys Val

tatgtggttt
cccacaatga
aaaagttcag
gtcaccagac
ccctgagatc

Gly Pro
10
Glu Asp

Tyr Phe

Leu Gln

Lys Trp

75

ccgggtetge
cgtgtacatt
ccagcccgeg
tccecgetcte
taggagctcc

Gln Pro

Glu Arg

Ile Val

45
Gly Phe
60

Tyr Leu

His
Lys

30
Gly
Ala

Gly

60

120
180
240
300
315

Lys

15
Lys
Glu
Asn

Ala

Cys
Cys S
Gln G

G
1

Ser

Arg
145

Gln L

Hi

Asn

is Ile

er Lys

Glu

Glu

Lys Ala
85

Gly Asn

100

Gln
115
Ser

ly

ly
30
Phe

ys Arg

Arg
Leu
Arg

Asp

Ser Asp

Val Thr
Leu
150

Trp Lys

Lys Gly

Leu Leu
Ser
120
Ala

Leu

Val
135
Ala Glu

Thr Asn

Thr Asp

S0
Met Glu
105
Thr Ala

Glu Gln

Leu Leu

Gln
Cys
Val
His

Lys

Gln
Gly

Ser

Asn

Ala

Thr

Glu
95
Arg

Lys

Pro
110

Leu Leu

125

Pro
140
Val

155

Val His

36

Val

Ile

Val

Ser

val

Thr Phe

Gly Lys

Gly Pro

G0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
702

Arg
Ile
Glu
Phe
Arg
Tyr
Ser
Glu
Val
Met

160
Pro
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<210> 15
<211> 233
<212> PRT

Gly

Cys Gly Lys

180

Thr Tyr Trp Lys
195

Glu Glu

210

Asp Leu

225

Gly Gly
Gln Thr
Ala Leu

Glu Gln

Val val
Leu Arg
Thr Vval

Pro Leu

260

Tyr Arg

275

290

Cys Pro

305

Ser Thr

Glu Phe

<213> Circovirus MAP de tipo B

<400> 15

Met Thr
1
Ser His

Arg His

Leu Ser
50

Pro Ser

65

Pro Pro

Arg Ile
Gln Gly
Phe Val
130
Ser Ser
145
Phe Thr
Asn Asn

Val Asp

Gln Glu
210

Tyr
Leu
Arg

35
Arg
Trp
Gly
Arg
Asp
115
Thr
Arg
Pro
Lys
His

185
Tyr

Pro
Gly
20
Tyr
Thr
Ala
Gly
Lys
100
Arg
Lys
His
Lys
Arg
180
Val

Asn

Arg
5
Gln
Arg
Phe
Val
Gly
85
val
Gly
Ala
Thr
Pro
165
Asn

Gly

Ile

165
Ser

Pro
Val
Leu

Pro
245
Glu

Arg
Glu

Pro

Arg
Ile
Trep
Gly
Asp

70
Ser
Lys
Val
Thr
Ile
150
Val
Gln

Leu

Arg

ES 2317679 T5

Lys
Pro
Ile

Cys
230
Phe

Trp
Ile
Glu

Tyr
310

Arg
Leu
Arg
Tyr

55
Met
Asn
val
Gly
Ala
135
Thr
Leu
Leu

Gly

Val
215

Trp Ala

Arg Asn

170

Ala Asn Phe

185

200

Asp Asp

215

Asp Arg
Leu Ala
Tyr Ser

Thr Ser

Lys Trp Trp
Phe Tyr Gly

Tyr Pro Leu

235

Arg Ser Ile

250

Ser Thr Ala

265

280

Gly Gly

295

Glu Ile

Tyr
Arg
Arg

40
Thr
Met
Pro
Glu
Ser
120
Leu
Gln
Asp
Trp
Thr

200
Thr

Arg
Arg

25
Lys
Val
Arg
Arg
Phe
105

Ser

Thr

Phe
Leu
185
Ala

Met

Leu Val Phe
Gln Phe Val

Asn Tyr

Arg Arg
10
Arg Pro

Asn Gly
Lys Arg
Phe Asn
75
Ser Val
S0
Trp Pro
Ala Val
Tyr Asp
Phe Ser
155
Thr Ile
170
Arg Leu
Phe Glu

Tyr Val

Asn Phe Lys Asp Pro Pro Leu Asn Pro

225

<210> 16

230

37

Ala
Asp
Trp

220
Thr

Leu
Val
Trp

Thr
300

Arg
Trp
Ile
Thr

60
Ile
Pro
Cys
Ile
Pro
140
Tyr
Asp
Gln

Asn

Gln
220

Asp Pro

175

190

Gly Tyr
Leu Pro
Val Glu
Ile Thr

Pro Ala

Glu Thr
His Gly
Trp Asp

Thr Lys

240

Ser Asn

255

270

Lys Asn

Leu Ser

His
Leu
Phe

45
Thr
Asn
Fhe
Ser
Leu
125
Tyr
His
Tyr
Thr
Ser

205
Phe

Arg
Val

30
Asn
Val
Asp

Glu

Pro
110
Asp

Val
Ser
Phe
Ala
190
Ile

Arg

Val Glu

Ala Thr

Pro Pro

Pro

15
His
Thr
Arg
Phe
Tyr

95
Ile
Asp
Asn
Arg
Gln
175
Gly
Tyr

Glu

Arg
Pro
Arg
Thr
Leu

80G
Tyr
Thr
Asn
Tyr
Tyr
160
Pro
Asn

Asp

Phe
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25

30

35

40

ES 2317679 T5

<211> 104

<212> PRT

<213> Circovirus MAP de tipo B

<400> 16

Met Val Thr Ile Pro Pro Leu Val Ser Arg Trp Phe Pro Val Cys
1 S 10 15

Phe Arg Val Cys Lys Ile Ser Ser Pro Phe Ala Phe Thr Thr Pro

20 25 30
Trp Pro His Asn Asp Val Tyr Ile Ser Leu Pro Ile Thr Leu Leu
35 40 45
Phe Pro Ala His Phe Gln Lys Phe Ser Gln Pro Ala Glu Ile Ser
50 55 60

Lys Arg Tyr Arg Val Leu Leu Cys Asn Gly His Gln Thr Pro Ala
65 70 75

Gln Gln Gly Thr His Ser Ser Arg Gln Val Thr Pro Leu Ser Leu

85 90 g5
Ser Arg Ser Ser Thr Leu His Gln
100

<210> 17

<211> 15

<212> PRT

<213> Circovirus MAP de tipo B

<400> 17

Val Asp Met Met Arg Phe Asn Ile Asn Asp Phe Leu Pro Pro Gly
1 5 10 15

<210> 18

<211> 15

<212> PRT

<213> Circovirus MAP de tipo B

<400> 18

Gln Gly Asp Arg Gly Val Gly Ser Ser Ala Val Ile Leu Asp Asp
1 5 10 15

<210> 19

<211> 15

<212> PRT

<213> Circovirus MAP de tipo B

<400> 19

Gly Val Gly Ser Ser Ala Val Ile Leu Asp Asp Asn Phe Val Thr
1 5 10 15

<210> 20

<211> 15

<212> PRT

<213> Circovirus MAP de tipo B
<400> 20

Val Asp His Val Gly Leu Gly Thr Ala Phe Glu Asn Ser Ile Tyr
1 5 10 15

38

Cly
Arg
His
Asap
Leu

80
Arg
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1. Compuesto para su uso como vacuna, caracterizado porque dicho compuesto se selecciona de entre los

siguientes compuestos:

a)

con la excepcion:

secuencia:

Secuencia del aislado PCV Imp1011-48121

1

51
101
151

201

301
351
401

451

501

551

601

651

701

901
951
1001
1051
1101
1151

1201

AATTCARCCT
GGGGTTTGAG
TCATGTCCAC
TATCCGAAGG
CCAGCGGTAA
TCTGGCCAAG
CTTGGATACG
AGCGCACTTC
CCGAGCAAGA
GTTCACTCTG
TTCCAATATC
GAAGGACGAA
GACTTTTAAT
ARGCGAAAGG
AACTTACTGA
CCTGTCTACT
TTGCAGAGCA
GAACTTTTGA
TGTacACGTC
CTAATTTTGC
TGGTGGGATC
TGGCTGGCTG
TGACTGTAGA
CTGATTACCA

CCCAGCTGTA

ES 2317679 T5

REIVINDICACIONES

TARCCTTTCT
CCCCETECTE
CGCCCAGGAG
TGCGGGAGAG
CGGTGGCGGE
ATGGCTGCGG
TCATATCTGA

GGCAGCGGCA

AGAATGGAAG.

AATAATCCTT
CCTATTTGAT
CACCTCACCT
AAAGTGAAGT
AACAGATCAG
TGGAGTGTGG
GCTGTGAGTA
GCACCCTGTA
AAGTGAGCGG
ATTGTGGGGC
AGACCCGGAA
GTTACCATGG
CCCTGGGATG
GACTAAAGGT
GCAATCAGAC

GARGCTCTTT

TATTCTGTAG
GGGGAAGAAA
GGCGTTCTGA
GCGGGTGTTG
GGTGGACGAG
GGGCGGTGTC

ARACGAAAGA

' GCACCTCGGC

AAGCGGACCC
CCGAAGACGA

TATTTTATTG

CCAGGGGTTC

GGTATTTGGG
CAGAATAAAG
AGCTCCTAGA
CCTTGTTGGA
ACGTTTGTCA
GAAARATGCAG

CACCTGGGTG

ACCACATACT

TGAAGAAGTG
ATCTACTGAG
GGAACTGTAC
CCCGTTGGAA

ATCGGAGGAT

39

TATTCAAAGG
GTCATTAATA
CTGTGGTTCE
AAGATGCCAT
CCAGGGGCGG
TTCTTCTCCG
AGTGCGCTGT
AGCACCTCAG
CAACCCCAfA
GCGCAAGAAA
TTGGCGAGGA
GCTAARTTTTG
TGCCCGCTGC
ARTACTGCAG
TCTCAGGGAC
GAGCGGGAGT
GAAATTTCCG

AAGCGTGATT

TGGTAARAGC

GGAAACCACC
GTTGTTATTG
ACTGTGTGAT
CTTTTTTGGC
TGGTACTCCT

TACTTCCTTG

una secuencia nucleotidica que tiene por lo menos 80% de identidad con la secuencia SEC ID n® 12, y que
corresponde al ORF'2 de un circovirus MAP de tipo B de secuencia gendmica SEC ID n® 9 que presenta
unas variaciones relacionadas con unas mutaciones en el seno de las cepas de circovirus MAP de tipo B,
comprendiendo esta secuencia nucleotidica que tiene por lo menos 80% de identidad con la secuencia SEC
ID n? 12 por lo menos la secuencia nucleica que codifica para el polipéptido de secuencia SEC ID n® 17,

de las secuencias nucleotidicas descritas en la solicitud internacional de patente publicada el 15 de abril de
1999 con el nimero WO 99/18214 denominadas COL13 de los circovirus de tipo Il cepa IMP1011-48121 de

GCACAGAGCG
TTGRATCTCA
CTTGACAGTA
TTTTCCTTCT
CGGCGGAGGA
GTAACGCCTC
AAGTATTACC
CAGCAACATG
AAAGGTGGGT
ATACGGGATC
GGGTAATGAG
TGARGAAGCA
CACATCGAGA
TAAAGAAGGC
AACGGAGTGA
CTGGTGACCG
CGGGCTGGCT
GGAAGACTAA
AAATGGGCTG
TAGABACAAG
ATGACTTTTA
CGATATCCAT
CCGCAGTATT
CAACTGCTGT

GTATTTTGGA
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1251 AGAATGCTAC AGAACAATCC ACGGAGGAAG GGGGCCAGTT CGTCACCCTT
1301 TCCCCCCCAT GCCCTGAATT TCCATATGAA ATAAATTACT GAGTCTTTTT
1351 TATCACTTCG TAATGGTTTT TATTATTCAT TAAGGé'ITAA GTGGGGGGTC
1401 TTTAAGATTA AATTCTCTGA ATTGTACATA CATGGTTACA CGGATATTGT
14S1 ATTCCTGGTC GTATATACTG TTTTCGAACG CAGTGCCGAG éccmcc’reé
1501 TCtACATTTC CAGCAGTTTG TAGTCTCAGC CACAGCTGGT TTCTTTTGTT
1551 GTTTGGTTGG AAGTAATCAA TAGTGGAATC TAGGACAGGT TTGGGGGTAA
1soi AGTAGCGGGA GTGGTAGGAG AAGGGCTGGG TTATGGTATG GCGGGAGGAG
1651 TAGTTTACAT AécscrcATA GGTGAGGGCT c'rc;ccc*r'rré TTACAAAGTT
1701 ATCATCTAGA ATAACAGCAC TGGAGCCCAC TCCCCTGTCA CCCTGGGTGA
1751 TCGGGGAGCA GGGCCAG - ;
y cepa IMP1011-48285 de secuencia:
5 Secuencia del aislado PCV Imp1011-48285
1  AATTCAACCT TAACCTTTCT TATTCTGTAG TATTCAAAGG GCACAGAGCG
51 GGGGTTTGAG CCCCCTCCTG GGGGAAGAAA GTCATTAATA TTGAATCTCA

101 TCATGTCCAC CGCCCAGGAG GGCGTTTIGA CTGTGGTTCG CTTGACAGTA

151 TATCCGAAGG TGCGGGAGAG GCGGGTGTTG AAGATGCCAT TTTTCCTTCT

201 CCAGCGGTAA CGGTGGCGGG GGTGGACGAG CCAGGGGCGG CGGCGGAGGA
251 TCTGGCCAAG ATGGCTGCGG GGGCGGTGTC TTCTTCTCCG GTAACGCCTC
301 CTTGGATACG TCATATCTGA AARACGAAAGA AGTGCGCTGT AAGTATTACC
351 AGCGCACTTC GGCAGCGGCA FGCACCTCGGC AGCACCTCAG CAGCAACATG
401 CCCAGCAAGA AGAATGGAAG AAGCGGACCC CAACCCCATA AAAGGTGGGT
451 .GTTCACTCTG AATAATCCTT CCGAAGACGA GCGCAAGAAR ATACGGGATC
501 TTCCAATATC CCTATTTGAT TATTTTATTG TTGGCGAGGA GGGTAATGAG
551 GAAGGACGAA CACCTCACCT CCAGGGGTTC GCTAATTTTG TGAAGRAGCA
601 GACTTTTAAT AAAGTGAAGT GGTATTTGGG TGCCCGCTGC CACATCGAGA
651 AAGCGAARGG AACAGATCAG CAGAATAAAG AATACTGCAG TAAAGAAGGC
701 AACTTACTGA TGGAGTGTGG AGCTCCTAgA TCTCAGGGAC AACGGAGTGA
751 CCTGTCTACT GCTGTGAGTA CCTTGTTGGA GAGCGGGAGT CTGGTGACCG
801 TTGCAGAGCA GCACCCTGTA ACGTTTGTCA GAAATTTCCG CGGGCTGGCT
851 GAACTTTTGA AAGTGAGCGG GAAAATGCAG AARGCGTGATT GGAAGACTAA
901 TGTACACGTC ATTGTGGGGC CACCTGGGTG TGGTAAAAGC ARATGGGCTG
951 CTAATTTTGC AGACCCGGAA ACCACATACT GGAARCCACC TAGARACAAG
1001 TGGTGGGATG GTTACCATGG TGAAGAAGTG GTTGTTATTG ATGACTTTTA
1651 TGGCTGGCTG CCCTGGGATG ATCTACTGAG ACTGTGTGAT CGATATCCAT
1101 TGACTGTAGA GACTAAAGGT GGAACTGTAC CTTTTTTGGC -CCGCAGTATT
1151 CTGATTACCA GCAATCAGAC CCCGTTGGAA TGGTACTCCT CARCTGCTGT

1201 CCCAGCTGTA GAAGCTCTTT ATCGGAGGAT TACTTCCTTG GTATTTTGGA
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1251 AGAATGCTAC AGAACAATCC ACGGAGGRAG GGGGCCAGTT CGTCACCCTT
1302 TCCCCCCCAT GCCCTGAATT TCCATATGAA ATARATTACT GAGTCTTTIT
1351 TATCACTTCG TAATGGTTTT TATTATTCAT TAAGGGTTAA GTGGGGGGTC
1401 TTTAAGATTA AATTCTCTGA ATTGTACATA CATGGTTACA CGGATATTGT
1451 ATTCCTGGTC GTATATACTG TTTTCGAACG CAGTGCCGAG GCCTACGTGG
1501 TCTACATTTC CAGTAGTTTG TAGTCTCAGC CACAGCTGAT TTCTTTTGTT
1551 GTTTGGTTGG AAGTAATCAA TAGTGGAATC TAGGACAGGT TTGGGGGTAR
1601 AGTAGCGGGA GTGGTAGGAG AAGGGCTGGG TTATGGTATG GCGGGAgGAG
1651 TAGTTTACAT AGGGGTCATA GGTGAgGGCT GTGGCCTTTG TTACAAAGTT
1701 ATCATCTAGA ATAACAGCAC TGGAGCCCAC TCCCCTGTCA CCCTGGGTGA

1751 TCGGGGAGCA GGGCCAG

un polipéptido de secuencia que tiene por lo menos 80% de identidad con la secuencia SEC ID n® 15 y que
corresponde a un polipéptido codificado por el ORF'2 de un circovirus MAP de tipo B de secuencia
gendémica SEC ID n? 9 que presenta unas variaciones relacionadas con unas mutaciones en el seno de las
cepas de circovirus MAP de tipo B, comprendiendo este polipéptido de secuencia que tiene por lo menos
80% de identidad con la secuencia SEC ID n® 12 por lo menos el polipéptido de secuencia SEC ID n® 17,

con la excepcion:

de los polipéptidos codificados por las secuencias nucleotidicas denominadas COL13 de los circovirus de
tipo Il cepa IMP1011-48121 e IMP1011-48285 cuyas secuencias se describen en a).

2. Compuesto para su uso como vacuna, caracterizado porque dicho compuesto se selecciona de entre los
siguientes compuestos:

a)

una secuencia nucleotidica que tiene por lo menos 80% de identidad con la secuencia SEC ID n® 12, y que
corresponde al ORF'2 de un circovirus MAP de tipo B de secuencia genémica SEC ID n® 9 que presenta
unas variaciones relacionadas con unas mutaciones en el seno de las cepas de circovirus MAP de tipo B,
comprendiendo esta secuencia nucleotidica que tiene por lo menos 80% de identidad con la secuencia SEC
ID n? 12 por lo menos la secuencia nucleica que codifica para el polipéptido de secuencia SEC ID n® 18,

con la excepcion:

de las secuencias nucleotidicas descritas en la solicitud internacional de patente publicada el 15 de abril de
1999 con el nimero WO 99/18214 denominadas COL13 de los circovirus de tipo Il

cepa IMP1011-48121 de secuencia:

Secuencia del aislado PCV Imp1011-48121
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601

651

701

751

851

901

951

1001
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1101

1151

1201

1251

1301
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1401

1451
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ARTTCAACCT

TTTGTTGGTC

TCATGTCCAC

TATCCGARGG

CCAACGGTAG

TCTGGCCAAG

CTTGGATACG

AGCGCACTTC

CCCAGCAAGA

GTTCACGCTG

TCCCAATCTC

GAAGGACGAA

AACTTTTAAT

AAGCCAAARGG

AACTTACTTA

CCTGTCTACT

TTGCAGAGCA

GAACTTTTGA

TGTACACGTC

CTAATTTTGC

TGGTGGGATG

TGGCTGGCTG

TGACTGTAGA

CTGATTACCA

CCCAGCTGTA

AGBRATGCTAC

TCCCCCCCAT

TATCACTTCG

CTTTAAGATT

TAGTCCTGGT

GTCCACATTT

TATTTGGTTG

AAGTAACGGG

GTAGTTTACA

TATCATCTAG

ATGGGGGAGC
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TAACCTTTCT

CCCCCTCCCG

CGCCCAGGAG

TGCGGGAGAG

CGGTGGCGGG

ATGGCTGCGG

TCATAGCTGA

GGCAGCGGCA

AGARTGGAAG

AATAATCCTT

CCTATTTGAT

CACCTCACCT

ARAGTGAAGT

AACTGATCAG

TTGAATGTGG

TATTCTGTAG

GGGGAACAAR

TATTCAAAGG

GTCGTCAATT

GGCGTIGTGA

GCGGGTGTTG

GGTGGACGAG

CTGTGGTACG

AAGATGCCAT

CCAGGGGCGG

GTATAGAGAT

TTAAATCTCA

CTTGACAGTA

TTTTCCTTCT

CGGCGGAGGA

GGGCGGTGTC

AAACGAARAGA

GCACCTCGGC

AAGCGGACCC

CCGAAGACGA

TATTTTATTG

CCAGGGGTTC

GGTATTTGGG

CAGAATAARG

AGCTCCTCGA

GCTGTGAGTA

CCTTGTTGGA

TTCTTCTGCG

AGTGCGCTGT

AGCACCTCAG

CAACCRCATA

GCGCARGAAA

TTGGCGAGGA

GCTAATTTTG

TGCCCGCTGC

AATATTGCAG

TCTCAAGGAC

GAGCGGGAGT

GCACCCTGTA

ARGTGAGCGG

ATTGTGGGGC

AGACCCGGAA

GTTACCATGG

CCGTGGGATG

GACTAAAGGT

GCAATCAGAC

GAAGCTCTCT

TAATGGTTTT

AAATTCTCTG

CGTATTTACT

CCAGAGGTTT

GAAGTARATCA

AGAACAATCC

GCCCTGAATT

ACGTTTGTCA

GAARATGCAG

CACCTGGGTG

ACCACATACT

TGAAGARGTG

ATCTACTGAG

GGAACTGTAC

CCCGTTGGAA

ATCGGAGGAT

ACGGAGGAAG

TCCATATGAA

TATTATTCAT

AATTGTACAT

GTTTTCGAAC

GTAGTCTCAG

ATAGTGGAGT

GARATTTCCG

AAGCGTGATT

TGGTAARAGC

GGAAACCACC

GTTGTTATTG

ACTGTGTGAT

CTTTTTTGGC

TGGTACTCCT

TACTTCCTTG

AGTGGTAGGA

TATGGGTCAT

ARTAACAGCA

AGGGCCAG

cepa IMP1011-48285 de secuencia:

Secuencia del aislado PCV Imp1011-48285

GAAGGGTTGG

AGGTTAGGGC

GTGGAGCCCA

42

GTAACGCCTC
AAGTATTACC
CAGCAACATG
AAAGGTGGGT
ATACGGGAGC
GGGTAATGAG
TGAAGAAGCA
CACATCGAGA
TAAAGRAGGC
AACGGAGTGA
CTGGTGACCG
CGGGCTGGCT
GGAAGACCAA
AAATGGGCTG
TAGAAACRAG
ATGACTTTTA
CGATATCCAT
CCGCAGTATT
CAACTGCTGT

GTATTTTGGA

GGGGCCAGTT CGTCACCCTT
ATAAATTACT GAGTCTTITT
TTAGGGTTTA AGTGGGGGGT
ACATGGTTAC ACGGATATTG
GCAGCGCCGA GGCCTACGTG
CCAAAGCTGA TTCCTTTITGT
CAAGAACAGG TTTGGGTGTG
GGGATTGTAT GGCGGGAGGA
TGTGGCCTTT GTTACAAAGT

CTCCCCTATC ACCCTGGGTG
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TATTCAAAGG

GTCATTAATA

CIGTGGTTCG

AAGATGCCAT

CCAGGGGCGG

TTCTTCTCCG

AGTGCGCTGT

AGCACCTCAG

CAACCCCATA

GCGCAAGAAA

TTGGCGAGGA

1 AATTCAACCT TAACCTTTCT TATTCTGTAG
51 GGGGTTYGAG CCCCCTCCTG GGGGAAGAAA
101 TCATGTCCAC CGCCCAGGAG GGCGTTTTGA
151 TATCCGAAGG TGCGGGAGAG GCGGGTGTTG
201 CCAGCGGTAA CGGTGGCGGG GGTGGACGAG
25} TCTGGCCAAG ATGGCTGCGG GGGCGGTGTC
301 CTTGGATACG TCATATCTGA AAACGAAAGA
351 AGCGCACTTC GGCAGCGGCA GCACCTCGGC
401 CCCAGCAAGA AGAATGGARG AAGCGGACCC
451 GTTCACTCTG AATAATCCTT CCGAAGACGA
S0l TTCCAATATC CéTATTTGAT TATTTTATTG
551 GAAGGACGAA CACCTCACCT CCAGGGGTTC
601 GACTTTTAAT AAAGTGAAGT GGTATTTGGG
€651 AAGCGAAAGG AACAGATCAG CAGAATAAAG
701 AACTTACTGA TGGAGTGTGG AGCTCCTAgA
751 CCTGTCTACT GCTGTGAGTA CCTTGTTGGA
E01 TTGCAGAGCA GCACCCTGTA ACGTTTGTCA
851 GAACTTTTGA AAGTGAGCGG GAAAATGCAG
901 TGTACACGTC ATTGTGGGGC CACCTGéGTG
951 CTAATTTTGC AGACCCGGAA ACCACATACT
1001 TGGTGGGATG GTTACCATGG TGAAGAAGTG
1051 TGGCTGGCTG CCCTGGGATG ATCTACTGAG
1101 TGACTGTAGA GACTAAAGGT GGAACTGTAC
1151 CTGATTACCA GCAATCAGAC CCCGTTGGAA
1201 CCCAGCTGTA GAAGCTCTTT ATCGGAGGAT
1251 AGAATGCTAC AGAACAATCC ACGGAGGAAG
1301 TCCCCCCCAT GCCCTGAATT TCCATATGAA
1351 TATCACTTCG TAATGGTTTIT TATTATTCAT
1401 TTTAAGATTA AATTCTCTGA ATTGTACATA
1451 ATTCCTGGTC GTATATACTG TTTTCGAACG
1501 TCTACATITC CAGTAGTTTG TAGTCTCAGC
1551 GTTTGGTTGG AAGTAATCAA TAGTGGAATC
1601 AGTAGCGGGA GTGGTAGGAG AAGGGCTGGG
1651 TAGTTTACAT AGGGGTCATA GGTGAQGGCT
1701 ATCATCTAGA ATAACAGCAC TGGAGCCCAC
1751 TCGGGGAGCA GGGCCAG

b) un polipéptido de secuencia que tiene por lo menos 80% de identidad con la secuencia SEC ID n? 15 y que
corresponde a un polipéptido codificado por el ORF'2 de un circovirus MAP de tipo B de secuencia genémica SEC ID
n? 9 que presenta unas variaciones relacionadas con unas mutaciones en el seno de las cepas de circovirus MAP de
tipo B, comprendiendo este polipéptido de secuencia que tiene por lo menos 80% de identidad con la secuencia

SEC ID n® 15 por lo menos el polipéptido de secuencia SEC ID n? 18,

43

GCTAATTTTG
TGCCCGCTGC
AATACTGCAG
TCTCAgGGGAC
GAGCGGGAGT
GAAATTTCCG
AAGCGTGATT
TGGTARAAGC
GGAAACCACC
GTTGTTATTG
ACTGTGTGAT
CTTTTTTGGC
TGGTACTCCT

TACTTCCTTG

GCACAGAGCG

TTGAATCTCA

CTTGACAGTA

TTTTCCTTCT

CGGCGGAGGA

GTAACGCCTC

AAGTATTACC

CAGCAACATG

AAAGGTGGGT

ATACGGGATC

GGGTAATGAG

TGAAGAAGCA

CACATCGAGA

TABRAGAAGGC

AACGGAGTGA

CTGGTGACCG

CGGGCTGGCT

GGAAGACTAA

ARATGGGCTG

TAGAAACAAG

ATGACTTTTA

CGATATCCAT

CCGCAGTATT

CARCTGCTGT

GTATTTTGGA

GGGGCCAGTT CGTCACCCTT

ATAAATTACT

TAAGGGTTAA

CATGGTTACA

GAGTCTTTTT

GTGGGGGGTC

CGGATATTGT

CAGTGCCGAG GCCTACGTGG

CACAGCTGAT

TTCTTTTGTT

TAGGACAGGT TTGGGGGTAA

TTATGGTATG GCGGGAgGGAG

GTGGCCTTTG TTACAAAGTT

TCCCCTGTCA CCCTGGGTGA
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con la excepcion:

- de los polipéptidos codificados por las secuencias nucleotidicas denominadas COL13 de los circovirus de tipo Il
cepa IMP1011-48121 e IMP1011-48285 cuyas secuencias se describen en a).

3. Compuesto para su uso como vacuna, caracterizado porque dicho compuesto se selecciona de entre los
siguientes compuestos:

a) una secuencia nucleotidica que tiene por lo menos 80% de identidad con la secuencia SEC ID n® 12, y que
corresponde al ORF'2 de un circovirus MAP de tipo B de secuencia genémica SEC ID n® 9 que presenta unas
variaciones relacionadas con unas mutaciones en el seno de las cepas de circovirus MAP de tipo B, comprendiendo
esta secuencia nucleotidica que tiene por lo menos 80% de identidad con la secuencia SEC ID n® 12 por lo menos la
secuencia nucleica que codifica para el polipéptido de secuencia SEC ID n® 19,

con la excepcion:

- de las secuencias nucleotidicas descritas en la solicitud internacional de patente publicada el 15 de abril de 1999
con el numero WO 99/18214 denominadas COL13 de los circovirus de tipo Il

cepa IMP1011-48121 de secuencia:

Secuencia del aislado PCV Imp1011-48121

1 AATTCAACCT TAACCTTTCT TATTCTGTAG TATTCAAAGG GTATAGAGAT

51 TTTGTTGGTC CCCCCTCCCG GGGGAACAAA GTCGTCAATT TTAAATCTCR
101 TCATGTCCAC CGCCCAGGAG GGCGTTGTGA CTGTGGTACG CTTGACAGTA
151 TATCCGAAGG TGCGGGAGAG GCGGGTGTTG AAGATGCCAT TTTTCCTTCT
2oi CCAACGGTAG CGGTGGCGGG GGTGGACGAG CCAGGGGCGG CGGCGGAGGA
251 TCTGGCCAAG ATGGCTGCGG GGGCGGTGTC TTCTTCTGCG GTAACGCCTC
301 CTTGGATACG TCATAGCTGA AAACGAARGA AGTGCGCTGT AAGTATTACC
351 AGCGCACTTC GGCAGCGGCA GCACCTCGGC AGCACCTCAG CAGCAACATG
401 CCCAGCAAGA AGAATGGAAG AAGCGGACCC CAACCACATA AAAGGTGGGT
451 GTTCACGCTG AATAATCCTT CCGAAGACGA GCGCAAGAAA ATACGGGAGC
501 TCCCAATCTC CCTATTTGAT TATTTTATTG TTGGCGAGGA GGGTARTGAG
S51 GAAGGACGAA CACCTCACCT CCAGGGGTTC GCTAATTTTG TGAAGAAGCA
601 AACTTTTAAT AAAGTGAAGT GGTATTTGGG TGCCCGCTGC CACATCGAGA
6S1 AAGCCABRAGG AACTGATCAG CAGAATARAG AATATTGCAG TAAAGAAGGC
701 AACTTACTTA TTGAATGTGG AGCTCCTCGA TCTCAAGGAC AACGGAGTGA
751 CCTGTCTACT GCTGTGAGTA CCTTGTTGGA GAGCGGGAGT CTGGTGACCG
801 TTGCAGAGCA GCACCCTGTA ACGTTTGTCA GAAATTTCCG. CGGGCTGGCT
851 GAACTTTTGA AAGTGAGCGG GARAATGCAG AAGCGTGATT GGAAGACCAA
901 TGTACACGTC ATTGTGGGGC CACCTGGGTG TGGTAAAAGC AAATGGGCTG
951 CTAATTTTGC AGACCCGGAA ACCACATACT GGAAACCACC TAGAAACAAG
1001 TGGTGGGATG GTTACCATGG TGAAGAAGTG GTTGITATTG ATGACTTTTA
1051 TGGCTGGCTG CCGTGGGATG ATCTACTGAG ACTGTGTGAT CGATATCCAT
1101 TGACTGTAGA GACTAAAGGT GGAACTGTAC CTTTTTTGGC CCGCAGTATT
1151 CTGATTACCA GCAATCAGAC CCCGTTGGAA TGGTACTCCT CAACTGCTGT

1201 CCCAGCTGTA GAAGCTCTCT ATCGGAGGAT TACTTCCTTG GTATTTTGGA
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AGAATGCTAC

TCCCCCCCAT

TATCACTTCG

CTTTAAGATT

TAGTCCTGGT

GTCCACATTT

TATTTGGTTG

AAGTAACGGG

GTAGTTTACA

TATCATCTAG

ATGGGGGAGC

Y cepa IMP1011-48285 de secuencia:

AGAACAATCC

GCCCTGAATT

TAATGGTTTT

AAATTCTCTG

CGTATTTACT

CCAGAGGTTT

GAAGTAATCA

AGTGGTAGGA

TATGGGTCAT

AATARCAGCA

ACGGAGGAAG

TCCATATGAA

TATTATTCAT

AATTGTACAT

GTTTTCGARAC

GTAGTCTCAG

ATAGTGGAGT

GAAGGGTTGG

AGGTTAGGGC

GTGGAGCCCA

AGGGCCAG

Secuencia del aislado PCV IMp1011-48285

51

101

1s1

201

251

301

351

401

451

501

551

651

701

751

801

851

901

ss51

1001

1051

1101

1151

1201

AATTCAACCT

GGGGTTTGAG

TCATGTCCAC

TATCCGAAGG

CCAGCGGTAA

TCTGGCCAAG

CTTGGATACG

AGCGCACTTC

CCGAGCAAGA

GTTCACTCTG

TTCCAATATC

GAAGGACGAA

GACTTTTAAT

AAGCGAARGG

AACTTACTGA

CCTIGTCTACT

TTGCAGAGCA

GAACTTTTGA

TGTacACGTC

CTAATTTTGC

TGGTGGGATG

TGGCTGGCTG

TGACTGTAGA

CTGATTACCA

CCCAGCTGTA

TAACCTTTCT
CCCCCTCCTG
CGCCCAGGAG
TGCGGGAGAG
CGGTGGCGGE
ATGGCTGCGG
TCATATCTGA
GGCAGCGGCA
AGAATGGAAG
AATAAT

CCTATTTGAT
CACCTCACCT
AAAGTGARGT
AACAGATCAG
TGGAGTGTGG
GCTGTGAGTA
GCACCCTGTA
AAGTGAGCGG
ATTGTGGGGC
AGACCCGGAA
GTTACCATGG
CCCTGGGATG
GACTAAAGGT
GCAATCAGAC

GAAGCTCTTT

45

TATTCTGTAG
GGGGAAGAAA
GGCGTTCTGA
GCGGGTGTTG
GGTGGACGAG
GGGCGGTGTC
ARACGAAAGA
GCACCTCGGC
AAGCGGACCC
CCGAAGACGA
TATTITATTG
CCAGGGGTTC
GGTATTTGGG
CAGAATAAAG
AGCTCCTAGR
CCTTGTTGGA
ACGTTTGTCA
GAARATGCAG
CACCTGGGTG
ACCACATACT
TGAAGARGTG
ATCTACTGAG
GGAACTGTAC
CCCGTTGGAA

ATCGGAGGAT

GGGGCCAGTT CGTCACCCTT
ATAAATTACT GAGTCTTTTT
TTAGGGTTTA AGTGGGGGGT
ACATGGTTAC ACGGATATTG
GCAGCGCCGA GGCCTACGTG
CCAAAGCTGA TTCCTTTTGT
CAAGAACAGG TTTGGGTGTG
GGGATTGTAT GGCGGGAGGA
TGTGGCCTTT GTTACAAAGT

CTCCCCTATC ACCCTGGGTG

TATTCARAGG GCACAGAGCG
GTCATTAATA TTGAATCTCA
CTGTGGTTCG CTTGACAGTA
AAGATGCCAT TTTTCCTTCT
CCAGGGGCGG CGGCGGAGGA
TTCTTCTCCG GTAACGCCTC
AGTGCGCTGT AAGTATTACC
AGCACCTCAG CAGCAACATG
CAACCCCATA AAAGGTGGGT
GCGCAAGAARA ATACGGGATC
TTGGCGAGGA GGGTAATGAG
GCTAATTTTG TGARAGAAGCA
TGCCCGCTGC CACATCGAGA
AATACTGCAG TAAAGAAGGC
TCTCAGGGAC AACGGAGTGA
GAGCGGGAGT CTGGTGACCG
GAAATTTCCG CGGGCTGGCT
AAGCGTGATT GGAAGACTAA
TGGTAARAGC AAATGGGCTG
GGAAACCACC TAGAAACAAG
GTTGTTATTG ATGACTTTTA
ACTGTGTGAT CGATATCCAT
CTTTTTTGGC CCGCAGTATT
TGGTACTCCT CAACTGCTGT

TACTTCCTTG GTATTTTGGA
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1251 AGAATGCTAC AGAACAATCC ACGGAGGAAG GGGGCCAGTT CGTCACCCTIT

1301 TCCCCCCCAT GCCCTGAATT TCCATATGAA ATAAATTACT GAGTCTTTTT

1351 TATCACTTCG TAATGGTTTT TATTATTCAT TAAGGGTTAA GTGGGGGGTC

1401 TTTAAGATTA AATTCTCTGA ATTGTACATA CATGGTTACA CGGATATIGT

1451 ATTCCTGGTC GTATATACTG TTTTCGRACG CAGTGCCGAG GCCTACGTGG

1501 TCEACATTTC CAGCAGTTTIG TAGTCTCAGC CACAGCTGGT TTCTTTTGTT

1551 GTTTGGTTGG AAGTAATCAA TAGTGGAATC TAGGACAGGT TTGGGGGTAA

1601 AGTAGCGGGA GTGGTAGGAG AAGGGCTGGG TTATGGTATG GCGGGAGGAG

1651 TAGTTTACAT AGGGGTCATA GGTGAGGGCT GTGGCCTTTG TTACAAAGTT

1701 ATCATCTAGA ATAACAGCAC TGGAGCCCAC TCCCCTGTCA CCCTGGGTGA

1751 TCCGGGGAGCA GGGCCAG '
b) un polipéptido de secuencia que tiene por lo menos 80% de identidad con la secuencia SEC ID n? 15 y que
corresponde a un polipéptido codificado por el ORF'2 de un circovirus MAP de tipo B de secuencia genémica SEC ID
n? 9 que presenta unas variaciones relacionadas con unas mutaciones en el seno de las cepas de circovirus MAP de

tipo B, comprendiendo este polipéptido de secuencia que tiene por lo menos 80% de identidad con la secuencia
SEC ID n® 15 por lo menos el polipéptido de secuencia SEC ID n® 19,

con la excepcion:

- de los polipéptidos codificados por las secuencias nucleotidicas denominadas COL13 de los circovirus de
tipo Il cepa IMP1011-48121 e IMP1011-48285 cuyas secuencias se describen en a).

4. Compuesto para su uso como vacuna, caracterizado porque dicho compuesto se selecciona de entre los
siguientes compuestos:

a) una secuencia nucleotidica que tiene por lo menos 80% de identidad con la secuencia SEC ID n® 12, y que
corresponde al ORF'2 de un circovirus MAP de tipo B de secuencia genémica SEC ID n® 9 que presenta unas
variaciones relacionadas con unas mutaciones en el seno de las cepas de circovirus MAP de tipo B, comprendiendo
esta secuencia nucleotidica que tiene por lo menos 80% de identidad con la secuencia SEC ID n® 12 por lo menos la
secuencia nucleica que codifica para el polipéptido de secuencia SEC ID n® 20,

con la excepcion:

de las secuencias nucleotidicas descritas en la solicitud internacional de patente publicada el 15 de abril de
1999 con el numero WO 99/18214 denominadas COL13 de los circovirus de tipo |l cepa IMP999 de secuencia:

Secuencia del aislado PCV Imp999

1 ARTTCAACCT TAACCTTTTT TATTCTGTAG TATTCAAAGG GTATAGAGAT
S1 TITGTTGGTC CCCCCTCCOG GGGGAACAAR GTCGTCAATA TTAAATCTCA
101 TCATGTCCAC CGCCCRGGAG GGCGTTCTGA CTGTGGTAGC CTTGACAGTA
1S1 TATCCGRAGG TGCGGGAGAG GCGGGTGTTG AAGATGCCAT TITTCCTTCT
201 CCAACGGTAG CGGTGGCGGG GGTGGACGAG CCAGGGGCGG CGGCGGAGGA
251 TCTGGCCAAG ATGGCTGOGG GGGCGGTGTC TTCTTCTGOG GTAACGCCTC
301 CTTGGATACG TCATAGCTGA AAACGAAAGA AGTGCGCTGT ARGTATTACC
351 AGCGCACTTC GGCAGCGGCA GCACCTCGGC AGCACCTCAG® CAGCAACATG
401 CCCAGCAAGA AGAATGGAAG RAGOGGACCC CRAACCACATA ARAGGTGGGT
451 GTTCACGCTG AATAATCCTT CCGAAGACGA GCGCARGARR ATACGGGAGC
501 TCCCARTCTC CCTATTTGAT TATTTTATTG TTGGCGAGGA GGGTAATGRG

551 GRAGGACGAR CACCTCACCT CCAGGGGTTC GCTAATTTTG TGAAGAAGCA

46



10

601
6§51
» 701
51
801
8s1
501
951
1001
1051
1101
1151

1201

1251
1301
1151
1401
1451
1501
1551
1601
1651
1701

1751

ES 2317679 T5

RACTTTTAAT ARAGTGAAGT GGTATTTGGG TGCCCGCTGC CACATCGAGA
AAGCCARAGG AACTGATCAG CAGAATAAAG AATATTGCAG TAAAGAAGGC
AACTTACTTA TTGAATGTGG AGCTCCTCGR TCTCAAGGAC AACGGAGTGA
CCTGTCTACT GCTGTGRGTA CCTIGTTGGA GAGCGGGAGT CTGGTGACCG
TTGCAGAGCA GCACCCTGTA ACGTTTGTCA GAAATTTCCG CGGGCTGGCT
GAACTTTTGA ARGTGAGCGG GAAAATGCAG ARGCGTGATT GGAAGACCAA
TGTACACGTC ATTGTGGEGC CACCTGGGTG TGGTAAAAGC ARRTGGECTG
CTAATTTTGC AGACCOCGGAA ACCACATACT GGAAACCACC TAGRAACARG
TGGTGGCATG GTTACCATGS TGARGAAGTG GTTGTTATIG ATGACTTTTA
TGGCTGGETG CCGTGGGATG ATCTACTGAG ACTGTGTGAT CGATATCCAT
TGACTGTAGA GACTARAGGT GGAACTGTAC CTTTTTTGGC CCGCAGTATT
CTGATTACCA GCAATCAGAC CCCGTTGGAA TGGTACTCCT CAACTGCTGT

CCCAGCTGTA GARGCTCTCT ATCGGAGGAT TACTTCCYTG GTATTTTGGA

AGAATGCTAC RGAACAATCC ACGGAGGAAG GGGGCCAGTT COGTCACCCTT
TCCCCCCCAT GCOCTGAATT TOCATATGAA ATAAATTACT GAGTCTTTIT
TATCACTTCG TARTGGTTTT TATTATTCAT TTAGGGTITA AGTGGGGGGT
CTTTARGATT AARTTCTCTG AATTGTACAT ACRTGGTTAC ACGGATATTG
TAGTCCTGGT CGTATATACT GTTTTOGARC GCAGTGCCGA GGCCTACGTG
GTCCACATIT CTAGRGGTIT GTAGCCTCAG CCAARGCTGA TTCCTTTTGT
TATTIGGTTG GARGTAATCA ATAGTGGAGT CAAGAACAGE TTTGGETGTG
AAGTARCGGG AGTGGTAGGA GAAGGGTTGG GGGATTGTAT GGCGGGAGGA
GTAGTTTACA TATGGGTCAT AGGTTAGGGC TGTGGCOCTTT GTTACARAGT
TATCATCTAG BATAACAGCA GTGGAGCCCA CTCCCCTATC ACCCTGGGTG

ATGGGGBEAEC AGGGCOCAG

cepa IMP1011-48121 de secuencia:

Secuencia del aislado PCV Imp1011-48121

51
101
152
201
251
301
151

401

ARTTCARCCT TAACCTTTCT TATTCTGTAG TATTCAARGG GCACAGRGOO
GGGGTTTGAG COCCCTCCTG GGGGAAGAAR GICATTARTA TTGAATCICA
TCATGTCCAC CGCCCAGGAG GICGTTCTGA CTGTGGTTOG CTTGRCAGTA
TATCCGARGG TGCGUGAGAG GCGGGTGTTG AAGATGCCAT TTTTCCTICT
CCAGOGGTAA CGGTGGCGGG GGTGGACGAG CCAGGGGCGG CGGCAGAGGA
TCTOGCCARG ATGGCTOCGG GGGCGETGTC TICTTCTCOG GTAACECCTC
CTTGGATACG TCATATCTGA ARACGAAAGA AGTGCGCTGT AAGTATTACC
AGCGCACTTC GGCAGOGGCA GCACCTOGGC AGCACCTCAG CRGCAACATG

COGAGCAAGR AGAATGGAAG ARGCGGACCC CARCCCCATA AARGGIGGGT
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GITCACTCTG ARTAATCCTT CCGARGACGA GOGCAAGARA ATROGGGATC
TICCAATATC CCTATTTGAT TATTTTATTC TTGGCGAGGA GGGTAATGAG
GARGGACGAR CRCCTCACCT CCAGGGGTTC GCTRATTTTG TGARGARGCA
GACTTTTAAT AAAGTGARGT GGTATTTGGG TGCCOGCTGC CACATCGAGA
AAGOGAARGG ARCAGATCAG CAGAATAAAG ARTACTGCAG TAAAGAAGGC
ARCTTACTGA TGGAGTGTGG AGCTCCTAGA TCTCAGGGAC ARCGGAGTGA
CCTGTCTACT GCTGTGAGTA CCTTGTTGGA GAGCGGGAGT CTGGTGACCG
TIGCAGAGCA GCACCCTGTA ACGTTTGTCA GARATTTCCG CGGGCTGECT
GAACTTTTGR AAGTGAGCGG GAAAATGCAG AAGCGTGATT GGARGACTAA
TGTacACGTC ATTGTGGGGC CACCTGGGTG TGGTAARAGC AAATGGGCTG
CTAATTTTGC AGACCCGGAR ACCACATACT GGAAACCACC TAGRAACARG
TGGTGGGATG GTTACCATGG TGARGARGTG GTTGTTATIG ATGACTTTTA
TGGCTGGCTG CCCTGGGATG ATCTACTGAG ACTGTGTGA? CGATATCCAT
TGACTGTAGA GACTARAGGT GGAACTGTAC CTTTTTTGGC CCGCAGTATT
CTGATTACCA GCAATCAGAC CCCGTTGGAA TGGTACTCCT CAACTGCTGT
CCCAGCTGTA GAAGCTCTTT ATCGGAGGAT TACTTCCTTG GTATTTTGGA
AGRATGCTAC AGARCAATCC ACGGAGGAAG GGGGCCAGTT CGTCACCCTT
TCCCCOCCAT GCCCTGAATT TCCATATGAA ATAAATTACT GAGTCTTTTT
TATCACTTCG TAATGGTITT TATTATTICAT TAAGGGTTAR GTGGGGGGTC
TTTARGATTA AATTCTCTGA ATTGTACATA CATGGTTACA COGATATIGT
ATTCCTGGTC GTATATACTG TTTTCGAACG CAGTGCCGAG GCCTRCGTGG
TCLACATTIC CAGCAGTTTG TAGTCTCAGC CACAGCTGGT TICTTTTGTT
GITTGOTTGG AAGTARTCAA TAGTGGRATC TAGGACAGGT TTGGGGGTAR
AGTAGOGGGA GTGGTAGGAG AAGGGCTGGG TTATGGTATG GCGGGAGGAG
TAGTTTACAT AGGGGTCATA GGTGAGGGCT GTGGCCTTIG TTACARAGTT
ATCATCTAGA ATARCAGCAC TGGAGCCCAC TCCCCTGTCA COCTGGGTGA

TCGGGGAGCA GGGOCAG . 1

y cepa IMP1011-48285 de secuencia:

Secuencia del aislado PCV Imp1011-48285

10
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ARTTCAACCT
GGGGTTTGAG
TCATGTCCAC
TATCCGAAGG
CCAGCGGTAA
TCTGGCCARG
CTTGGATACG

RGCGCALTTC

GTTCACTCTG
TTCCARTATC

GARGGARCGAA

ARGCGAARGG
AARCTTACTGA
CCTGTCTACT
TTGCAGAGCA
GAACTTTTGA
TGTACACGTC
CTAATTTTGC
TGGTGGGATG

TGGCTGECTG

. TGACTGTAGA

CTGATTACCA

CCCAGCTGTA

TAACCTTTCT TATTCTGTAG
CCCCCTCCTG GEGGARGARR
CGCCCAGGAG GGCGTTTIGA
TGCGGGAGAG GCGGGICTTG
CGGTGGOGGE GGTGAACGAG
ATGGCTGOGRG GGGOGGTGTC
TCATATCTGA AAACGAAAGA
GGCRGCGGCA GCACCTCOGC
AGRRTGGARG ARGCGGACCT
AATAATCCTT CCGAAGRACGA
CCTATTTGAT TATTTTATTG
CACCTCACCT CCAGGGGTTC
AARGTGPAGT GGTATTTGGG
AACAGRTCAG CAGARTAAAG
TGGAGTGTGG RGCTCCTAGR
GCTGTGAGTA CCTIGITGGA
Géncccwcra ACGTTTGTCA
AAGTGAGCGG GAAAATGCAG
ATTGTGGGGC CACCTGGGTG
AGACCCGGAA ACCACATACT
GTTACCATGG TGAAGAAGTG
CCCTGGGATG ATCTACTGAG
GACTAARGGT GGAACTGTAC
GCARTCAGAC CCCGTTGGRA

GAAGCTCTTT ATCGGAGGAT

TOGGGGAGCR GGGCCAG

b) un polipéptido de secuencia que tiene por lo menos 80% de identidad con la secuencia SEC ID n® 15 y que
corresponde a un polipéptido codificado por el ORF'2 de un circovirus MAP de tipo B de secuencia genémica SEC ID
n? 9 que presenta unas variaciones relacionadas con unas mutaciones en el seno de las cepas de circovirus MAP de
tipo B, comprendiendo este polipéptido de secuencia que tiene por lo menos 80% de identidad con la secuencia

49

TATTCAAAGG GCACAGAGCG
GTCATTRATA TTGAATCTCA
CTTGACAGTA
ARGATGOCAT
COGOGGAGGA
TTCTTCTCCG GTAACGCCTC
ARGTATTACC
AGCACCTCAG CAGCAACATG
CAACCCCATA AAAGGTGGGT
GCGCAAGARA ATACGGGATC
TTAGOGAGGA GGGTAATGAG
GCTAATTTTG TGAAGAAGCA
TGCCCGCTGC CACATCGAGA
AATACTGCAG TAAAGAAGGC
TCTCAGGGAC
GAGCGGGAGT
GAAATTTCOG OGGGCTGGCT
ARGCGTGATT GGAAGACTAR
TGGTARAAGC ARATGGGCTG
GGAAACCACC TAGARRCARG
GTTGTTATTG ATGACTTTTA
ACTGTGTGAT CGATATCCAT
CTTTTTTGGC CCGCAGTATT
TGGTACTCCT CARCTGCTGT

TACTTCCTTG GTATTTTGGAR

AGARTGCTAC AGRACAATCC ACGGAGGAAG GGGGCCAGTT OGTCACCCTT
TCCCCCCCAT GOCCTGAATT TCCATATGAA ATAAATTACT GRAGTCTTTTT
TATCACTTCG TAATGGTTTT TATTATTCAT TAAGGGTTAA GTGGGGGGTC
TTTAAGATTA ARTTCTCTGA ATTGTACATA CATGGTTACA CGGATATTGT
ATTCCTGGTC GTATATACTG TTTTOGAACG CAGTGOCGAG GCCTACGTGG
TCTACATTTC CAGTAGTTTG TAGTCTCAGC CACAGCTGAT TTCTTTTGIT
GTTTGGTTGE AAGTAATCAA TAGTGGAATC TAGGACAGGT TTGGGGGTAR
AGTAGCGGGA GTGGTAGGAG AAGGGCTGGG TTATGGTATG GOGGGAGGAG
TAGTTTACAT, AGGGGTCATA GGTGRYGGCT GTGGCCTTTG TTACAAAGTT
ATCATCTAGA ATAACAGCAC TGGAGCCCAC TCCCCTGTCA CCCTGGGTGA
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SEC ID n® 15 por lo menos el polipéptido de secuencia SEC ID n® 20,
con la excepcion:

- de los polipéptidos codificados por las secuencias nucleotidicas denominadas COL13 de los circovirus de
tipo Il cepa IMP999, IMP1011-48121 e IMP1011-48285 cuyas secuencias se describen en a).

5. Compuesto segun una de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado porque dicha vacuna se destina a la
prevencion o al tratamiento de una infeccion por un circovirus MAP de tipo B de secuencia genémica SEC ID n® 9 o
por una de sus variantes asociadas con la enfermedad del adelgazamiento del lechén (MAP).

6. Compuesto segln una de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado porque dicha secuencia nucleotidica que tiene
por lo menos 80% de identidad con la secuencia SEC ID n® 12 tiene por lo menos 90% de identidad con la secuencia
SEC ID n®12.

7. Compuesto segun la reivindicacién 6, caracterizado porque dicha secuencia nucleotidica que tiene por lo menos
90% de identidad con la secuencia SEC ID n® 12 es la secuencia SEC ID n® 12.

8. Compuesto segun una de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado porque dicho polipéptido de secuencia que
tiene por lo menos 80% de identidad con la secuencia SEC ID n® 15 es un polipéptido de secuencia que tiene por lo
menos 90% de identidad con la secuencia SEC ID n? 15.

9. Compuesto segun la reivindicacion 8, caracterizado porque dicho polipéptido de secuencia que tiene por lo menos
90% de identidad es el polipéptido de secuencia SEC ID n® 15.
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Leu Alg Ser Arg Cys Arg Cys Cys Arg Pro Leu Thr Lcu Ser Phe Alg Leu Cys
Trp arg Vol Glu Ala Alo Ala Ala Gly Arg Cys Arg *** His Phe His Trp 4lo
Gly Ale Cy$ Lys Pro Leu Pro Leu Val Glu Ata Ale Asp Thre Phe Ile Gly Leu

TGC TCG CGT GAA GCC GTC GCC GTC TG GAG CCG TCG CAG TCA (7T TTA (GG TTC
9 18 27 36 45 Sa
ACC AGC GCA (TT CGG CAG (GG CAGC CAC CTC GGC AGC GTC AGT GAA AAT GCC aAG

Thr Ser Ala teu Arg Gla Arg Gln His Leu Gly Ser Val Ser Glu Asn Alo Lys
Pro Alg His Phe Gly Ser Gly Ser Thr Ser Ala Alo Ser Val Lys Mct Pro Ser
Gln Arg Thr Ser Ala Alo Ala Ala Pro Arg Gln Arg Gln *°** L(ys Cys Gln Alo

Scr Phe Arg Gly Ala Val Gly Tyr Ser Thr Pro Thr *** Gly *** Tyr Asp Lys
Leu Phe Ala Alo Arg Lew Gly Met Leu Pro Pro His Glu Gly Lys Ile Ile Arg
Leu Phe Leu Pro Gly Cys Gly Trp Leu Leou His Thr Asn Vgl Arg Leu Leu Gly

GTT CTY TTC GCC GGG CGT TGG GGT ATY CYC CaC CCA CAA GTG GGA ATT ATT AGG

63 72 81 90 99 108
Caa Gaa AAG CGG CCC GCA ACC CCA TAA GAG GTG GGY GTT CaC (CT Taa Taa TCC

Gin Glu Lys Arg Pro Ala Thr Pro *** Glu Vol Gly Vol His Prg *** ¢+ Ser
Lys Lys Ser Gly Pro Gin Pro His Lys Arg Trp Val Phe Thr Leu Asn Asn Pro
Arg Lys Alg Alo Arg Asn Pro Ile Arg Gly Gly Cys Ser Pro Leu Ile Ile Leu

Arg Pro Pro Ser Phe Cys Phe val Pro Ala Glu Leu Arg Gly Lys Gln Asn Asn
Gly Leu Leu teu Phe Val Phe Tyr Pro Leu Lys Trp Asp Gly Lys Lys Ile Ile
Glu Ser Ser Ser Phe Phe Leu Tle Arg Ser Ser Gly Ile Glu Arg Lys Ser °°°

me® mee wEw mem mwem mms mem ee= AanEm e o= meEm meas wee mwa ecte mmw -aw

AAG GCT CCT CCT CTT TTT GTY TTA TGC CCT CGA AGG TTA GAG GGa AAA ACT AAT
117 126 135 144 153 162
TTC CGA GGA GGA GAA AAA CAA AAT ACG GGA CCT TCC AAT (TC CCT TTT TGA TTA

Phe arg Gly Gly Glu Lys Gln Asn Thr Gly Ala Ser Asn Leu Pro Phe **°* Leu
Ser Glu Clu Glu Lys Asn Lys Ile Arg Glu Leu Pro Ite Ser Leu Phe Asp Tyr
Pro Arg Arg Arg Lys Thr Lys Tyr Gly Ser Phe Gln Ser Pro Phe Leu Ile Ilc

Gln Lys His Arg Pro Lcu Asn Pro Leu Pro Tyr Phe Glu Glu Gly Gly Pro Thr
Lys Asn Thr Alg Lecu Phe Thr Gln Phe Leu Thr Ser Ser Arg Vol Glu Leu Pro
Lys Thr Gln Pro Ser Ser Pro Lys Ser Ser Pro Leu Vol Gly *** Arg Trp Pro

ana ACA aAC ACC GCT CCT TCC AAA CCT TCT CCC ATC TTG AGG AGT GGA GGT CCC
171 180 189 198 207 216
TYT TCT TTGC TGG CGA GCA AGG TTT GCA AGA GGG TAG AAC TCC TCa CCT CCa GGG

Phe Cys Leu Trp Arg Gly Arg Phe Gly Arg Gly **° Asn Ser Ser Pro Pro Gly
Phe Val Cys Gly Glu Glu Gly Leu Glu Glu Gly Arg Thr Pro His Leu Gln Gly
Leu Phe Vgl Alg Arg Lys val Trp Lys Arg Vol Clu Leu Leu Thr Ser Arg Gly

Gln Ser Asn Gln *** Ser Ala Ser Lys *** (ys Pro Sar Thr Thr Asn Gln His
Lys Arg Tle Lys Scr Leu Leu Leu Ser Lys Yal Leu His Leu Pro Ile Lys Thr
Asn Alo Phe Lys Ala Leu Phe Cys Val Lys Leu Leu Thre Phe His Tyr Lys Pro

CAA ACG CTT Aaa ACG ATT CTT CGCT CTG AAA ATT GTT CCA CTT CaC CAT AAA ACC

225 234 243 252 261 279
GTT TGC GAA TTT TGC TAN GAXN GCA GAC TTT TaAd CAA GGT Gaa GTG GTA TTT TGG

Vol Cys Glu Phe Cys *** Glu Ala Asp Phe *** Gln Gly Glu Vval vol Phe Trp
Pho ala aAsn Phe Ala Lys Lys Gin Thr Phe 25n Lys Vel Lys Trp Tyr Phe Gly
Lcu Arg Ile Leu Lou #rg Ser Arg Leu Leu Thr Arg *** Sor (ly Ile Leu Vat

FIGURA 2
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Gly Ser Gly (ys Arg Ser Leu Ser leu Phe Arg Cly Ata Ser Tyr Leu Ile Ser
Gly Alo Alo Val Asp Leu Phe Arg Phe Ser Gly Val Leu Leu Ile Phe Phe Val
Alo Arg Gln Trp Mct Ser Phe Alg Phe Pro val Ser Trp (ys Phe Leu Ser Tyr

ACG GGC CAC GGT GTA GCT CTT TCG CTT TCC TTG GCT GGT CGT CTT ATT TCT TAT
279 288 297 306 315 324
TGC CCG CTG CCA CAT CGA GAA AGC GAA AGG AAC CGA CCA GCA GAA TAA AGA ATA

e~ eEme meam ece eme Sm- mEeE CEe eee cew Bmee Per mew Eav ETPa rme wem wes

Cys Pro Leu Pro His Arg Glu Scr Glu Arg Asn Arg Pro Ala Gltu *** Arg [fle
Ala Arg Cys His Ile Glu Lys Alo Lys Gly Thr Asp Gln Gln Asn Lys Glu Tyr
Pro ala Ala Thr Ser Arg Lys Arg Lys Glu Pro Thr Ser Arg Ile Lys Asn Thr

Cys Tyr Leu Leu Gly Cys Val *** Arg Thr Mis Leu Glu Ala Ser Gly Pro Ser
Ala Thr Phe Phe Alo Vol Tyr Lys Asp Leu Thr Ser Ser Arg Pro val Leu Pro
Gln Leu Leu Ser Pro Trp Met Ser Ile Ser His Pro Alo Gly Arg Phe Trp Pro

mere wee ea® EeEe ~md EmwE mTe® See weme crw ,few em- BmE- mer meu wee wee ===

GAC GTC ATT TCT TCC GGT GTA TGA ATA GCT CAC ACC TCG AGG CGC CTT GGT cCC
333 342 351 360 369 378
CTG CAG TAA AGA AGG CCA CAT ACT TAT CGA QTG TGG AGC TCC GCG Gaa CCA GGG

mme ®eme *Tem eem mmw ceow mew mev mcee cme mee wem Emee wAa® mee sem m=e .=

Leu Gln *** Arg Arg Pro His Thr Tyr Arg Val Trp Ser Ser Alo Glu Pro Gly
Cys Ser Lys Glu Gly His Ile Leu Ile Glu Cys Cly Alo Pro Arg Asn Gla Gly
Ala Vol Lys Lys Ala Thr Tyr Leu Ser Ser vol Glu Leu Arg Gly Thr Arg Gly

Ala Cys Arg Gly Thr *** Gln Gln Ser Tyr Giy Lys Pro Ser Pro Thr Lys Pro
Leu Ala Ala Vol Gln Arg Ser Ser His Thr Gly Lys Cln Leu Arg Pro Arg Gln
Phe Arg Leu Ser Arg Asp Yol Alo Thr Leu Val Arg Lys Ser Vol Pro Asp Lys

e e Pree CLe Aare TeRm ®MEE mBs eeE AmE mEe L mh mvem Eew m—Ls Bes BES ==m ==

CTT CGC GTC GCT GGA CAG ATG ACG ACA CTC ATG GCA AAA CCT CTG CCC CAG Aaaa
387 396 405 414 423 432
GAA GCG CAG CGA CCT GTC TAC TGC TGT GAG TAC CCT TYT GGA CAC GGG GTC 17T

Glu Ale Gin Arg Pro Vol Tyr Cys Cys Jlu Tyr Pro Phe Gly Aasp Gly Val Phe
Lys Arg Ser Asp Leu Ser Thr Alc Vol Ser Th- leu Leu Glu Thr Gly Ser Leu
Ser Ala Ala Thr Cys Leu Leu Leu *** Vol Pro Phe Trp Arg Arg Gly Leu Trp

Ser Gln Leu Arg Ala Thr Glu Gin Lev Thr His Ser Phe Asn Gly Arg Alg Pro
His Scr Tyr Gly Leu Leu Lys Arg Tyr Arg Ile His Ser Ile Glu Ala Pro Gln
The Val Thr Ala Ser CyS Asn Gly Thr val Tyr Thr Leu Phe Lys Arg Pro Ser

Mew *~eme mer mew weme mm= m=2- ma= 2+ rFrme Eemr cemm *ee wes eee e see *e=

CCA CTG ACA TCGC GCT CGY CAA AGG ACA TVG CAT aCa CTC TTT Aaa GGC GCC (CGA
44 450 459 468 477 486
GGT GAC TCGT AGC CGA GCA GTT TCC TOT AAC GTA TGT GAG AAA TTIT CCG CGG GCT

Gly Asp (ys Ser Arg Ala Vol Ser Cys Asn val (ys Glu Lys Phe Pro Arg &la
Val Thr vol Alo Glu Gin Phe Pro Val Thr Tyr Val Arg Asn Phe Arg Gly Leu
*** Leu *** Pro Ser Ser Phe Lcu *** Arg kMet *** Glu Ile Ser Alo Gly Trp

Gln Val Lys Ser Leu Secr Arg Ser Ser ala Ala ala His Asn Ser Ser Leu Gln
Ser Phe Lys Gln Phe His aAla Pro Leu His Leu teu Thr Ile Pro Leu Cys Ser
Alag Ser Ser Lys Phe Thr Lcu Pro Phe Ile Cys Cys Arg Ser Gln Phe Val Ala

CCG ACT TGA AAA CTT TCA CTC GCC CTT CTA CGT CGT CGC ACT anC CTT CTG TCG
495 S5Q4 513 S22 531 549
GGC TGA ACT TTT GAA AGY GAG (GG GAA GAT GCA GCA GCG TGA TTIG GAA GAC AGC

Gly *** Thr Phe Glu Ser Giu Arg Glu Asp Ala Ala Ala *** Leu Glu Asp Ser
Ala Glu teu Leu Lys Vol Ser Gly Lys Met Gln Gln Arg Asp Trp Lys Thr Alg
Leu Asn Phe *** Lys *** Ala (ly arg Cys Ser Ser Vol Ilc Gly Arg Gln Leu

FIGURA 2 (continuacién 1)
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Val Arg *** Leu Pro Gly Alo Arg Asn His Ser Ser Gly Thr Pro Gly Tyr Asn
Tyr Val Asp Tyr His ala Arg Gly Thre Thr Pro Leu Alo Leu Pro Gly Thr Ile
Thr Cys Thr Met Thr Pro Gly Gly Pro Gln Pro Phe Leu Trp His Ala Arg Lewu
ACA TGT GCA GTA TCA CCC GGG (GG GCC AAC ACC CTT (TC GGT CAC CCG GGC ATT
549 558 567 576 58S 594
TGT ACA CGY CAT AGT GGG CCC GCC CGG TTG T6G Gaa GAG CCA GTG GGC CCG Taa

eme EmE mem Sw® em® mEw ENT= Eer mE® AmE mme =mw—w —me =ea ewe === c e o ==

Cys Thr Arg His Ser Gly Pro Alo Arg lLeu Trp Glu Glu Pro Vol Gly Pro **°
vat His vat Ilec Val Gly Pro Pro Gly Cys Gly Lys Ser Gla Trp Alag Arg Asn
Tye Thr Ser *** Trp Alo Arg Pro Val Val Gly Arg Ala Ser Gly Pro Val Ile

Gla Gln Ala **° Pro Cys Arg Ser Ser Alg *°** Yyr Phe Tyr Thr Thr Pro His
Lys Ser Leu Arg Pro Vol Gly Val Pro Leu Arg Thr Ser Ile teu Pro Pro Ile
Lys Alo Ser Gly Leu Ser Val *<* Gla Phe Gly Leu Leu Phe Leu His His Ser
AAA ACG ACY C€GG ATC CCT GYG GAT GAC CYT CGG ATC ATC TTT ATT CaC CAC CCT
603 612 621 639 639 648
TTT TGC TGA GCC TAG GGA CAC CTA CTG GAA GCC TAG TAG AAA TAA GTG GTG GGA
Phe Cys *** Ala **° Gly His Leu Leu Glu Ala *** *** Lys *** vaol Val Gly
Phe Ala Glu Pro Arg Asp Thr Tyr Trp Lys Pro Ser Arg Asn Lys Trp Trp Asp
Leu Leu Ser Leu Gly Thr Pro The Gly Ser Leu Val Glu Ile Ser Gly Gly Met

Ile Asp His Leu Leu Lteu Gln Gln Lys Pro His Asn Lys His Ser Thr Val Lys
Ser Ile Met Ser Phe Phe Asn Asn Asn Gln Ile Ile Lys Ile Alg Pro *°** Arg
Pro Tyr *** Pro Ser Ser Thr Thr Thr Lys Ser Ser Lys °*** Pro Gln Asn Gly
ACC TAT AGT ACC TCT TCT TCA aCA ACA aAAa CCT ACT Aaa AAT ACC GAC CRA TGG
657 666 675 684 693 702
TGG ATA TCA TGGC AGA AGA AGT TCT TGT TTT GGA TGA TTT TTA TGG (TG GTT ACC
Tep Ile Ser Yrp arg Arg Scr Cys Cys Phe Gly *** Phe Leu Trp Leu Val Thr
Gly Tyr His Gly Glu Glu Vol Vol Val Leu Asp Asp Phe Tye Gly Tro Leu Pro
Asp Ile HMet Clu Lys Lys Leu Leu Phe Yrp Mct Ile Phe Met Alo Gly Tyr Leu

Pro His Asp VYal Ser Val Thr His Gly Thr Asp Het Ser Gln teu Ser *°° Leu
Pro Ile Ile *** Gln Ser Gln Thr Vval Pro Ile Trp Gln Ser Tyr Leu Scr Phe
Gln Ser Ser Arg Ser Leu Ser His Ser Arg Tyr Gly Asn Val Thr Ser Vot Leu
AAC CCT ACT AGA TGA CTC TCA CAC ACT GGC CAT AGC Taa (TG aCa TCT CTG ATT
711 720 729 738 747 756
TTG GGA TGA TCT ACT GAG ACT GTG TGA CCG GTA TCC ATT GAC TGT AGA GAC TAA
Leu Gly *** Ser Thr Glu Thr Val *** Pro val Ser Ile Asp Cys Arg Asp °**°*
Trp Asp Asp Leu Leu Arg Leu (ys Asp Arg Tyr Pro Leu Thr Vol Glu Thr Lys

Gly HMet Ile Tyr *** Asp Cys Val Thr Gly Ile His **° Leu *** Arg leu Llys

Pro Tyr Gln Glu Lys Lys Pro Gly Cys Tyr Lys Ser *** Trp Cys Asp Pro Gly
Pro Thr Ser Asa Arg Lys Gla Gly Ala Thr asn Gln Asn Gly alo Ile Leu Gly
Pro Pro Yol Thr Gly Lys Lys Ale Arg tev Ile Lys Ile Vol Leu Leu **° Alo
TCC CCC ATG ACA AGG AAA AAA CCG GGC GTC ATA aAA CTA ATG GTC GTT AGT CCG
765 774 783 792 801 g81e
AGG GGG TAC TGT TCC TTT TTT GGC CCG CAG TAT TTTV GAT TaC CaC CaA TCA GGC
Arg Gly Tyr Cys Ser Phe Phe Gly Pro Gln Tyr Phe Asp Tyr Gln Gln Ser Gly
Gly Gly Thr val Pro Phe Lcu Ala Arg Ser Ilc Leu Ile Thr Ser Asn (ln Ala
Gly val Leu Phe Leu Phe Trp Pro Ala Val Phe *** Leu Pro Alo Ile Arg Pro

FIGURA 2 (continuacion 2)
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Gly Pro Ile Thr Ser Arg Leu Gln Gln Gly Leu Gln Leu Leu Glu Arg Asp Scr
Gly Leu Phe Pro Val Gly *** Ser Ser Asp Trp Scr Tyr Phe Ser Glu Ile Pro
Gly Trp Ser His Tyr Glu Glu Val Ala Thr Gly Alo Thr Ser Ala Arg **° Arg
GGG GGT CCT TAC CAT CAG GAG TTG ACG ACA GGG TCG ACA TCT TCG AGA GAT AGC
319 828 817 846 8SS 364
CCC CCA GGA ATG GTA CTC CTC AAC TGC TGOT CCC AGC TGY AGA AGC TCT CTA TCG
Pro Pro Gly Mct Vol Leu Leu Asn Cys Cys Pro Ser Cys Arg Ser Ser Leu Sef
Pro Gln Glu Trp Tyr Ser Ser Thr Ala Val Pro Ala Val Glu Alo Leu Tyr Arg
Pro Arg Asn Gly Thr Pro Gln Leu Leuw Ser Gln Leu **° bys Leu Ser Ite Gly

Sar v** *** Lygs ala [lc Lys Ser Ser Gla Gla Leu Val Ile Trp Pro Pro Val
Pro Asn Ser Ser Gln Leu Lys Pro Leu Ser Ser Ser Phe Leu Gly Arg Leu Tyr
teu Ile Val Vol Lys Cys Asn Gln Phe Vol Ala Pro Ser Cys Asp val Ser Thr
CTC CTA ATG ATG AAA CGT TAA AAC CTT €T ACG ACC TCT TGT TAG GTG CCT (CA
873 882 8§91 920 909 918
GAG GAT TAC TAC TTT GCA ATT TTG GAA GAC TGC TGG AGA ACA ATC CAC GGA GGT
Clu Asp Tyr Tyr Phe Ala Ile Leu Glu Asp Cys Trp Arg Thr Ile His Gly Gly
Arg Ile Thr Thr Leu Gln Phe Trp Lys Thr Alo Gly Glu Gln Ser Thr Glu Val

Gly Leu Leu Leu Cys Asn Phe Gly arg Leu Leu Glu Asn Asn Pro Arg Arg Tyr

Arg Leu Gly Ile Cln Leu Leu Pro Gly val Arg His Gly Lys Gly Met Tyr Phe
Gly Phe Ala Ser Lys Phe Cys His Val Tep Cly Thr Gly Lys Glu Trp Ile Phe
Gly Ser Pro Arg Asn Ser Ala Thr Ser Gly Gly Gin Alo Arg Lys Gly Tyr Leu
TGG GCT TCC GGC Taa ACT TCG TCA CCT GGG TCC GAC ACG GGA AAaA GGG TAT ATT
927 930 945 954 963 972
ACC CGA AGG CCGC ATT TGA AGC AGT GGA CCC ACC CTG TGC CCT TTT CCC ATA Taa
The Arg Arg Pro Ile *** Ser Ser Gly Pro The Leu Cys Pro Phe Pro Ite °°¢
Pro Glu Gty Arg Phe Glu Ala Val Asp Pro Pro Cys ala Leu Phe Pro Tyr Lys
Pro Lys Alo asp Leou Lys Gln Trp Thr His Pro Val Pro Phe Ser His Iie Lys

Leu Asn Ser Leu Arg Lys Gln *** *** Mot Thr [le Thr Lys Ile Lys Iie °°°
Tyr [te Val Ser Asp Lys Lys Asn Asp Cys Arg Leu Pro Lys *=* Lys *** Glu
[le Phe *** Gin Thr Lys Lys Thr [le Vol Asp Tyr His Asn Lys Asn Lys Asn

TTA YTY AAT GAaC TCA GAA aAa ACA ATA GTG TAG CAT TAC CAA AAA TAA AAA TAA
981 990 399 1903 1817 1926
AAT AAA TTA CTG AGT CTT TTT TGT TAT CAC ATC GTa ATG GVTV TTT ATY TTT ATY
Asn Lys Leu Leu Ser Leu Phe Cys Tyr His Ile val Met Val Phe Ile Phe Ile
Ile Asn Tyr *** Vol Phe Phe Vgl Ile Thr Ser *** Trp Phe Leu Phe Leu Phe
*** Ile Thr Glu Ser Phe Leu Lcu Ser His Arg asn Gly Phe Tyr Phe Tyr Ser

Lys Ser Pro arg Glu Pro Tyr Ile Arg Gin Ile Thr Cys Leu Tyr Asp Val Lys
Asn Leu Pro Asp Lys Leu Ile Phe Glu Arg Phe Gln Vol Tyr Ile Thr Lev Arg
HMet *** Leu Thr Lys *** Ser Leu Asn Glu Ser Asn Tyr Met Pha Leu **° Gly

GTA AAT CTC CCA GAA AGT CCT ATT TAA GAG ACT TAA CAT GTA TUT ATC AGT TGG
1935 1944 1053 1062 1971 108@
CAT TTA GAG GGCY CTT TCA GGA Taa ATT CTYC TGA ATU GTa CAT AAA TAG TTA ACC
His Leu Glu Gly Leu Ser Gly *** Ile Leu *°* Ile Vol His Lys *** Ser Thr
Ile *** Arg val Phe Gin Asp Lys Phe Ser Clu Leu Tyr Tie Asn Ser Gln Pro
Phe arg Gly Ser Phe Arg Ile Asn Ser Leu &sn Cye The **° Ile Val Asn Leou

FIGURA 2 (continuacion 3)
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Gly Cys Leu Lys Pro Ser His Asn (ys Lys Pro Alg (ys Leu Giy Pro Arg His
val Val Tyr Asn Gln Alc Thr The Alg Asn Gln Leu Alo Tyr Gly Leuw Gly Thr
*** Trp Met Ile Lys Pro Gin Pro Gln Met Lys Ser Arg Mct Alo Trp ala Cln

AAT GGT GTA TTA AAA CCC GAC ACC AAC GTA asA CCT CGC GTA TLG GGT CCG GAC
1089 1098 1197 1116 1125 1134
TTA CCA CAT AAT TTT GGG CTG TGG TTG CAT TTT GGA GCC CAT aGC CCA GGC (TG

teu Pro His Asn Phe Gly Leu Trp Leu His Phe Gly Ala His Ser Pro Gly Lcu

Tyr His Itle Ile Leu Gly Cys Gly Cys Ile Leu Glu Arg Ile Alg Gln Ala Cys
Thr Thr *** Phe Trp Alo Vol Val Ala Phe Trp Ser Alg *** Pro Arg Pro Val

Ala Arg Cys Gln His Pro Tyr Lys Phe Pro Alo Val Alo Pro Lys Lys **°* °*°°
His Glu Vol Asn Thr His Thr Asn Leu His Leu Trp Leu Gla Asn Arg Lys Asn
The Ser Ser Mct Pro The Pro Ile *** Ile Ser Gly Cys Ser Thr Glu Lys Ile

ee® mee me® eme Ce® SEP® wme® —m@e “cec mvw- eaee cmm men mere —ce= wee mwe= w-~

ACA CCGA GCT GTA ACC ACA CCC ATA AAT TTA CCT CGG TGT CGA CCA AAG AAA ATA
1143 1152 1161 1170 1179 1188
TGT GCT CGA CAT TGG TGT GGG TAT TTAa AAT GGA GCC ACA GCT GGT TTC TTT TaAT

Cys Ale Arg His Trp Cys Gly Tyr Leu Asn Giy Alo Thr Alo Gly Phe Phe Tyr
val Leu Asp Ile Gly Val Gly Ile °*°* Met Glu Pro Gln Leu Val Ser Phe Ile
Cys Ser Thr teu Val Tep Val Phe Lys Trp Ser His Ser Trp Phe Leu Leu Leu

Lys Ala Pro Val Leu °*** Asn Asn Pro Arg Ala Arg Thr Gln Pro His Leu vol
Asn Pro Gln Phe Trp Asp Ile Thr Gin Asp Leu Clu Pro Lys Pro Thr Phe Tyr
Ite Gln Ser Ser Gly Ile Leu Gln Lys Thr *** Ser Gln Asn Pro Pro Ser Thr

cee e emre eBw eme Ccme BES LeP SPemw EwEPe wcew mee mme mm=- ~as mma =—em = ===~

ATA AAC CGA CCT TGG TTA GTTY AAC AAA CCA CAT CGa GaC Caa aC{ CCC aCT TCa
1197 1206 1215 1224 1233 1242
TAT TTG GCT GGA ACC AAT CAA TTG TTIT GGOT (CTA GCT (TG GTT TGG GGG TGA AGT

............... ®wm mmm st m m2e cce cme eamm mme wam = a =me& m=2a ===

Tyr Leu Ala Gly Thre Asn Gln Leu Phe Gly Leu Alo Leu Vel Trp Gly *** Ser
Ile Trp Leu Glu Pro Ile ASn (Cys Leu Vol *** Leu Trp Phe Gty Gly Glu Vval
Phe Gly Trp Asn Gln Ser Ile val Trp Ser Ser Ser Gly Leu CGly Val Lys Tyr

Gln Leu Pro Leu Tyr Leu Alg Ala Lys His His Pro Pro Leu Leou Leu *°* Tyr
Arg Ser His Tyr Thr Phe Pro Gln arg Ile Thr His Arg Ser Ser Tyr Asn [le
Gly Pro Thr Thr Pro Leu Pro Ser CGly *** Prg Thr Alo Pro Pro Thr Thr Leu

TGG ACC TCA CCA TCC ATT TCC CGA CGG AAT ACC ACA CCG CCC TCC TCA TCA ATTY
1251 1260 1269 1278 1287 1296
ACC TGC AGT GGT AGGC Taa AGLG GCT GCC TTA TGG TGT GGC GGG AGG AGT AGT Taa

mm e cmee Afe= m—m mae ~me ewe ama wre mme cmw == —m e e m a=w- cwe ewe eee

The Trp Ser Gly Arg *** Arg Alo Ala teu Trp Cys Gly Gly Arg Ser Ser **°
Pro Gly val val Gly Lys Gly Leu Pro Tyr Gly vVal Alo Gly Gly Val Val Asn
Leu Glu Trp *** Vol Lys Gly Cys Leu Met vagl Trp arg Glu Glu **°* Leu Ile

Leu Pro **® Leu Gly Leu Gln His Leu Pro asn (ys Leu Gln (ys Gly Leu Tyr
Tyr Pro Asp Tyr Alo Leu Asn Thr Ser Pro Thr Vol Phe Asn Alo Asp Leu Ile
Ile Pro Thr Met Pro Trp Thr Pro Pro Pro Pro *** Leu Thr Pro Met Tro Ser

ATA TCC CCA GTA TCC CGGOT TCA ACC ACC TCC CCC AAT GTT TCA ACC GTA GGT T(CY
1305 1314 1323 1332 1341 1359
TAT AGG GGT CAT AGG CCA AGT TGG TGG AGGC GGG TTA Can AGT TGG CAT CCa AGa

Tyr Arg Gly His Arg Pro Ser Tep Trp Arg Gty Leu Gin Ser Trp His Pro Ary
Ile Gly Val Ile Gly Gln Vol Gly Gly Gly Cly Tyr Lys Vol Gly Tle Gln Asp
*** Gly Ser *** Ala Lys Leu Vol Glu Gly Vot Thr Lys Leu Ala Ser Lys Ilg

FIGURA 2 (continuacion 4)
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Cys Cys His Val Trp Cys Arg Lys Ser *** Leu His His Pro arg Gln Pro Leu
val vol Thr Ser Gly vdl Gly Arg Gln Asn Ser Thr Ile Pro Asp Arg Pro Tyr
Leu Leu Leu Pro Gly teu Val Glu Lys Ile Leu Pro Ser Pro Thr Glu Pro Thr

cee eme enm amm eem mma mas mms mee mew mes eem Bmae 2w eem wem wew ---

ATT GTT GTC ACC TGG GTT GTG GAG AAA CTA ATC TCC ACT ACC CCA GAG ACC CCA
1359 1368 1377 1386 1395 1404
TAA CAA CAG TGG ACC CAA CAC CTC TTT GAT TAG AGG TGA TGG GGT CTC TGG GOT

AB® Lee Sam EmeL BBE BEE ®Y- EBEL See mre 2ce mew maw Fme mee em= ecw =

*** Gln Gln Yrp Thr Gln His Leu Phe Asp *** Arg *** Trp Gly Leu Trp Gly
Asn Asn Ser Gly Pro Asn Thr Scr Leu Ile Arg Gly Asp Gly val Ser Gly vol
The Thr Val Asp Pro Thr Pro Lcu *** Leu Glu Vol HMet Gly Ser Leu Gly *°°

Ile *** Ile *** Gly Lys *** Tyr Pro Leu Ile Pro Phe Thr Pro Thr Pro Pro
Phe Glu Tyr Lys Ala Lys Arg Ile Arg Tyr Tyr Gln Phe Pro Leu Pro Leu Pro
Phe Asn Mct Asn Leu Arg Glu Leu val Thr Thr Asn Ser Leu Tyr Pro Tyr Pro

TIT TAA GTA TAA ATC GGA AAG ATT ATG CCA TCA TAA CCT TTC CAT CCC CAT CCC
1413 1422 1431 1440 1449 1458
AAA ATT CAT ATT TAG CCY TTC TAA TAC GGT AGT ATT GGA AAG GTA GGG GTA GGG

c e e eme cee mme memr ea= -—- e me cmee ewm cve mew wmeww ®a® eme wemam mm= ==

tys Ile His Ile *** Pro Phe *** Tyr Gly Ser Ile Gly Lys Vol Cly val Gly
Lys Phe Ile Phe Ser Leu Ser Asn Thr Val Vol Leu Glu Arg *°° Gly **° Gly
Asan Ser Tyr Leu Ala Phe Leu Ile Arg *** Yyc Trp Lys Gly arg Gly Arg Gly

Gln His Arg Arg Leu Pro Pro Pro Val Pro aArg His Gln Ile Glu Ala Arg *°°
Asn Thr Gly Gly Ser Pro Pro Leu Phe Gln Gly Ile Asn Phe Arg Leu Glu Asn
Thr Pro Ala Alo Gln Pro Pro Ser Ser Ser Ala Ser The Ser ASp *** Ser The

—ew v e e man amt eme —ca=- - ce e meme te= cee mt=m mmw mem cemm mem mem= a=

CCA ACC aCG GCG GAC TCC CCC CCT CCT TGA CCG GCT ACA ACT TAG ACGT CGA GCa

1467 1476 1485 1494 1503 1512

GGT TGG TGC CGC CTG AGG GGG GGA GGA ACT GGC CGA TGT TGA ATC TCA GCT (GY

Gly Trp Cys Arg Leu Arg Gly Gly Gly Thr Gly Arg Cys *** Ile Scr Ala Arg

Vol Gly Als Alo *** Gly Gly Glu Glu Leu Ata Asp Val Glu Ser Gln Leu Vol
Leu Vol Pro Pro Glu Gly Gly Arg Asn Trp Pro Met Leu Asa Leu Ser Ser Leu

Cys Glu Leu Ile Ala Alo Lecu Thr Arg Arg tys His His Thr Cys Ile Arg *=
Vol Asn Trp Ser Pro Gln Ser His Gly Gly arg Ile Thr Leu Val Phe Glu arg
Leu Met Gly teu His Ser Arg Thr Asp Glu Clu *** Pro Ser Tyr Leu Asn Glu

"8 as s mem mme we® eee wee wSea wes se= =o= et eam = ®aa tem st Aaa - -

ATT GTA AGG TTC TAC CGA CGC TCA CAG GAG GAaG AAT ACC ACT CAT GTT TAA GAG
1521 1530 1539 1548 1557 1566
TAA CAT TCC AAG ATG GCT GCG AGT GTC CTC CTC TTA TGG TGA GTA CAA ATT (TC

*** His Scr Lys Met Alo Ala Ser Vol Leu Leu Leu Trp *** Vol Gln Ile Leu
Asn Ile Pro Arg Trp Leu Arg Vel Ser Ser Ser Tyr Gly Glu Tyr Lys Phe Ser
Thr Phe Gin Asp Gly Cys Glu Cys Pro Pro Leu Met Vol Ser Thr Asn Ser Lcu

Phe Pro Pro Phe Gln Leu Tyr Gly Asp Lys Pro Alg Met Cin Leu Pro bLys Gln
Ser Leu Arg Ser Asn Phe Ile Gly Thr Lys Arg Arg Trp Arg Tyr Arg Asn Arg
Leu Phe Ala Pro Ile Ser Ser Val Arg Arg Glu Alo Gly Asp Th- val Thr Glu

ATC TTT CCG CCC TTA ACT TCT ATG GGC AGA AAG CCG CGG TAG ACA TTG CCA AAG
1575 1584 1593 1602 1611 1620
TAG AaA GGC GGG AAT TGA AGA TAC CCG TCT TTC GGC GCC ATC TGT AAC GGT TTC

*** Lys Cly Gly Asn *** Arg Tyr Pro Scr Phe Gly Alo Iln Cys asn Gly Phe
Arg Lys Alo Gly Ile Glu Asp Thr Arg Lev Ser Alg Pro Sor val Thr vagl Ser
Glu Arg Arg Glu Leu Lys 1lc Pro Vci Phe Arg Arg his Leu **° Arg Phe Leu

FIGURA 2 (continuacion 5)
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teu Arg Pro The Gly Phe Ile The Lys Glu Pro Pro His Lys Trp Scr Pro Gln
Phe Ala Pro His Val Leu Tyr Pro Arg Arg Arg Leu Ile Asn Gly Leu His Ser
Ser Pro Pro Thr Tyer Tep Ile His Asp Glu Gly Ser Scr The Glu Leu Ile Alo

emr wem eee ABEe mEEm ®eme —mee ~,ewe Eeme wem® ®ef@ wem WEee. Emew ®Se= Teme ®ew ==

ACT TCC GCC CCA CAT GGY TTA TAC CAG AAG AGG CCY CCT ACA AAG GTT CTA CCG
1629 1638 1647 1656 1665 1674
TGA AGC CGG GCY GTA CCA AAT ATG GTC TTC TCC GGA GGA TGT TTC CAA GAT GGC

*s* Arg Arg Gly Val Pro Asn Mct Vol Phc Ser Gly Gly Cys Phe Gln Asp Gly
Glu Gly Gly Val Tyr Gin Ile Trp Ser Ser Pro Glu Asp Val Ser Lys Met Ale
Lys Ala Gly Cys Thr Lys Tyr Gly Leu Leu Arg Arg Met Phe Pro Arg Trp Leu

Pro Pro Pro Asp Thr Lys Gln Pro Leu Ala Glu Lys Ala Val Asp Asp **° Leu
Arg Pro Arg Thr Arg Arg Arg Arg Tyr Arg Arg Arg Pro Trp Thr Met Arg Tyr
Ala Pro Ala Pro Gly Asp Glu Ala Thr Vol Cly Gly Gln Gly Arg *** Gly [le

e a mmm mre mecw usea ewe See == e e Bwm wEm mEe ee® eme ee= em= == - -

ACG CCC CCG CCC AGG CAG AAG ACG CCA TTG CGG AGG AAC CGG TGC AGT AGG ATa

1683 1692 1701 1710 1719 1728

TGC GGG GGC GGG TCC GTC TTC TGC GGY AAC GCC TCC TYG GCC ACG TCAa TCC 7TaAT

Cys Gly Gly Gly Ser val Phe Cys Gly Asn Alo Ser Leu Ala Thr Ser Ser Tyr
Alo Gly Ala Gly Pro Ser Ser Ala Vol Thr Pro Pro Trp Pro Arg His Pro Ile
Arg Gly arg val Arg Leu Leu Arg "** Arg Leu Leu Gly His Vol Ile Leu °°°

Leu Ser tcu Leu Alo Ser Ser Tyr Tyr
Phe tHiis Phe Phe His Alao Ala Thr Thr Asn
Phe The Phe Ser The Arg Gln Gln Leu [le
TTT TCA YT TCY TCA CGC GAC GAC ATC ATA A S
1737 1746 1755
AAA AGT GAA AGA AGT GCG CTGC CTG TAG TAT T 3¢
Lys Ser Glu Arg Ser Ala Leu Leu *** Tyr
Lys Vol Lys Glu Val Arg Cys Cys Ser Ile
Lys *** Lys Lys Cys Alo Ala Val Vol

FIGURA 2 (continuacion 6)
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S1
Si
S1

191
101
101

151
151
151

291
201
201

251

310 320 330 349 359
P A CCGACCAGIAGAATARAGIRATACTGCAGIRTAAAGAA " ACATACTTA
SR ACCOACCAGRCAGAATAAAGIRATACTGCAGRTAAAGAAG ¢ ACATACTTA
VPRI A CCGACCAGICAGAATAAAGIRATACTGCAGRIAAAGAAGGCICACATACTTA
360 370 380 39Q 490
EER R CGAGTGTGORRGCTCCGCGOIRACCAGGGGATRGCGCAGCGARKCTETCTACT
351 GCTCCOCOOIRACCAGOOGARRGCGCACCCA ICTCTCTALT
LR CGAGTCTCGI GCTCCOCGO R ACCAGGGGARM GCGCAGCGARRCTGTCTACT
410 420 432 440 450
P S CTGTOAGTARCCCTTTTGCARGACGGGGTCTRITGGTGACTORTAGCCCAGCA
PSR CTGTGAGTAR CCTTTITGCARGACGGGCTCTRITCCTGACTGRIAGCCCGAGLA
460 470 489 490 500
RO T TCCCTGTARRCOTATGTGARGAAATTTCCORCCGGCTGGCTRRAACTTTTGA
PYRO TTCCCTGTARCOTATGTOARGAAATTTCCORCGOGCTGGUTRGAALTTTTGA
R T CTCTAR COTATCTOARGAAATTTCCGRCGGGCTCGCTRGAACTTTTGA
510 520 530 540 550
I AGTGAGCOGIGAAGATGCAGIKAGCGTGATTIGGAAGACAGCRFGTACACGTC
501 - AAGATGCAGICAGCGTGATTRGGAAGACAGCRIGTALCACGTC
I AGTGAGCOOROAAGATGCAGRCAGCGTGATT G GAAGACAGCITCTACACGTCHE
569 570 S80Q 590 600
AP TAGTGGOCC I GCCCOGTTORTGOGRAGAGCICAGTGOCCCCRRTALTTTTGL
AP TACTGGOCC I CCCCOOTTGRTGOOAAGAGCICAGTCOGCCORGTAATTTTGC
I TAGTGCGCCCI GCCCGOTTGRIGGGAAGAGCIKAGTGGGCCC TAATTTTGC

2690
AGGTGAACTRGCTATTITTGCR GCCCGCTGCRCACATCGAGA |
AP AGGTCAAGTRGGTATTTTGGR GCCCOCTGCCACATCGAGA A A
P43 A GGTCRACTIGCTATTTIGORTCCCCOCTGCRCACATCGAGA R AAAGG

ES 2317679 T5

19 29 39 49 50
ACCAGCGCACHTTCOGCAGCGIGCAGCACCTC AG TGARAATGC
ACCAGCGCACRTTCGGCAGCGINCAGCACCTC A TGAAAATGC
ACCAGCCCACHTTCGOCAGCCIGCAGCACETC A TGARAATGC

60 79 80 90 100
AAGCAAGAARRAGCCGCCCORRAACCCCATARRGAGGTCGGTRRTTCACCLTT
AAGCAAGAARMAGCGGCCCGRCAACCCCATARRGAGGTGGCTIGTTCACCLTT
AAGCAAGAARSAGCCGCCCCICAACCCCATARMGACGTCGOTIGTTCACLETT

110 120 1309 140 150
ATAATCCTTIK COAGGAGRARGAAAAACAAARMTACGGGAGCRITCCAATCTC
AATAATCCTT IR COAGGAGGARGAAAAACAAARR TACCCCAGCRTTCCAATCTC
ATALTCCTTIC COAGGAGCARGRAALAACAAARRTACGGGAGCRTTCCAATCTC

160 170 180 190 200
CTTTITGATRIATTTTGTTTRGCGGACAGCARGOTTTCGAARGAGGOTAGAA
CTTTTTGATRIATTTITGTTTIGCGGAGAGCARRGGTTTCCGAARGAGGCTAGAA
CTTTTTGATRrATTTIGTYT CRAGCARCCTTTCCAARAGGCTAGAA

210 220 23e 240 250
T TCACCTICCAGGGGTTTIGC R ATTTTGRC TAAGAAGCAGACTTTTAAL
TCCTCACCTRCCAGGOETTTROCGAATYTTORCTAAGAAGCARGACTTTTAAC
TCCTCACCTICCAGCGGTTTIGCGAATTTTGRCTAAGAAGCARGACTTTTAAC

279 280 299 300
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610 620 639 649 659
TQAGCCTAGECACACCTACTRGGAAGCCTAGRTAGALATAAGRTGGTGGUATG
TGAGCCTAGGRRACACCTACTINGAAGCCTAGRTAGAAATAAGRTGOTGGOATG
TGAGCCTAGGIGACACCTACTINGALGCCTAGRTAGAALTAAGRIGGTCGGATG

660 670
ATATCATGORRGAAGRAAGTT
ATATCATGGRAGAAGAACTTY
ATATCATGGRUGAAGAAGTT

710 720
CTTGGCATGRATCTACTGAG
CITGGGATORTCTACTGAG
CTTCCCATORTCTACTGAG

760 778
ACTAAAGG GTACTGTYC
ACTAALGOGEGCTACTGTTC
ACTAAAGGGRGGTACTGTTIC

810 820
CAATCAGGC CCCCAGGAA
CAATCAGGC R CCCCAGLAA
CAATCAGGC R CCLCAGGAA

860Q 870
ARGCTCTCTRTCGCAGRAT
AAGCTCTCTRRTCGQAGGAT
ARGCTCTCTRTCGGAGGAT

919Q 920

AGAACAATC IR CGOAGGTAC
GAACAATCCRRCGGAGGTAC
GAACAATCCRRCGGAGGTAC

96@ 9709
CTOTGCCCTRITTCCCATAT
CTOTOCCCTRITTCCCATAY
CTGTGCCCTRTTTCCCATAT

1019 1020
ZCATCGTAATRLGTTTTTATT
CATCGTALATELGTTTTTATT
CATCCTAATRGGTITTTTATY
1070

1060
TTCTCTGAARTTGTACATAA
TTCTCTGAARTTGTACATAA
TTCTCTGAARITGTACATAA

1110 1120

TGGCTGCATRITTGGAGCGL
TGCCTCCATRITTAGAGCGL
TCCWTGCATRTTTCGAGCGC

1160 1170

680 6990 700
TTOTTTTGGRRTGATTTTTARIGGCTGGTTA
TTCTTTTGGRRTGATTTTTARIGGCTGGTTA
TTCTTTTGGIRTGATTTTTAR CGCTGETTA

730 740 750
CTOTGTGACERGGTATCCATRIGACTGTAGA

CCTGTCTGACKCGGTATCCATRIGACTGTAGA
ACTOTCTCACHKCGGTATCCATRIGACTOTAGA

780 790 800
TTTTTTCCC R GCACTATTRITGATTALCA
TTTTTTGGCC CGCAGTATTIRITGATTACCA

830 840 850
Iiiiiiiiii iiiiiiiiii ;iiiiiiiii
TCGTACTCCTRCAACTCCTOTI CCAGCTATA
TGOTACTCCTIAACTCCTOTR CCAGCTETA

880 899 900
TACTACTTTGRCAATTTTGGA
TACTACTTTGRCAATTTTGCA R G
TACTACTYTORCAATTTTGOARK q49

939 949 959

COAAGGCCORRTTTOAAGCARTGGACCCAC
CGAAGGCCGRRTTTGAAGCARLTGGACCCAC

980 999 10@0
LAAATAAATTRRCTGAGTCTTRITTTCTTATC
MAAATALATTIRCTCACTCTTIITTTCTTATC

1039 1040 1050
TTTATTTATTRTAGAGGCTCTIFTTAGGATAA
FTTATISRTTRIAGACCCTCTRITRIGLATAA

1089 1090 1100
TAGTCAGCCITTACCACATARRTTTTGLGC
ATAGTCANCCRITACCACATARRTTTTGGGL

1130 1149 1150
ATAGCCGAGGRCCTOTGTGCT ICGACATTGGT
L TACCCOAGGRCCTCTGTGCTR GACATTOGT
LTAGCC RGO CTGTOTGCTICGACATTGGT

1190 1208

1180
ACAGCTCOTTRTCTTITATTARITTGLGTGGA
GOAGCCRRCAGCTGGTTRICTTTTATTARTTTGLCTGGA
ALTGGAGCCIRCAGCTGGTTRICTTTTATIARITTCC BT GGA

FIGURA 3 (continuacion 1)
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IELORNI AL CAACAGTRLCACCCAACA
EPEEPAR A LCAACAGTIGACCCARCA
IELORNT A ACAACAGTIGGACCCALCA

ES 2317679 T5

1210 1229 1230 12490 125@

SR L B CCA T CAATITGTTTOGTCC R GCTCAGGTT T GGGGGTGAARKG TACCTGGAG
P D (AL T CAATRIGTTTCGTCC R GCTCAGGTTRIGGAGGTGAAR TACCTGRAG
PO B CCALTCAATRIGTTTCOYC I CCTCICTTRICGOGOTGAARGTACCTGOAG
1260 1270 1280 1290 1309

PSR GOTAGCTAARRGGGCTGCCTRIATCCTCTGORCGOCAGGAGTIRGTTAATATA
AP ST GG TAGGTAARRGGGCTCCCTR ATGCTGTCOR GOOAGGAGTRRGTTLATATA
PP CCTACCTAAMGCGCTCCCTRIATCOTOTGG GOCAGGAGTIRGTTAATATA
1310 1320 1339 1349 1350

b N GGG TCATAGEGCCAAGTTGG I GOAGGGGGTRTACAAAGTTGRGCATCCAAGA
1L D Gl GT CATAGER CCAAGT YOG R GGAGGGOGTRIACAALGTTORGCATCCAAGA
LSO GG GTCATAGRLCCAAGTTGORICCACCOOOTRFACAALCTTGIGCATCCAAGA
1360 1370 1380 1390 1400

CTCTTI M TRITAGAGCTCATRGOGGGTLTCTG

CTCTTTCATRIAGACGTGAT IGGGOTCTCTG
CTCTTTGATRIAGAGCTCATIGGCGTCTLCTE

1410 14290
QATAMAATTKATATTTAGC
GOTAMAATTATATTTAGC
GCTAAAATTECATATTTAGC

1439 1440 1450
TTTCTAATARCGGTAGTATT JaGAAAGGTAG
TTTCTAATARGGTAGTATT RGGALAGGTAG
TTTCTAATARCGGTAGTATTIGGAAAGGTAG

1431
1491
1401

1460 1470
1451 qdqagiddddq |gidagdadde
1451 q44ddddq iggdaldddad
1451 qdfaridqdqdd gidagqqdds

1480
TGAGGGRGG
TGAGGGGGG
TGAGGGGRG

1450 1509
AGGALCTGGRECCGATGTTOA
AGGAACTGGRCCCATGTTGA
AGGAACTGGRCCCGATCTTOA

1520
TTAACAT
TTAACATTC
TTAACATTC

1539 1540 1558

1510
AAGATGUCTRGCGAGTATCC R CCTITIATG
AAGATGGCTRGCGAGTATCCRICLTTTTATG
AAGATGGCTIGCGAGTATCCRTCLTRITATS

1501
1501

1560 1579 1589 1590 1609
ARG TGA(RTACAA I TAGA nARITGAAGATACE CGTLTTTLCG
1551 TAGA % TTGAAGATACE CGTCTTTCG
ELSE TGAGTACLA TAGA GAARTTGAAGATACEK CGTCTTTLG

1610 164¢ 1650
76

1 162e 1630
U PO CGCCATCTGRTAACGGTTTCRIGAAGGCGGORGTGTGCCAAARTATGOTCTTC
T O CGCCATCTGRFAACGETTTCRTGAACGCGGORRTGTCCCAAARTATCGTCTTC
UL CCCCATCTORFAACGCTTTCRATGAAGCCCOGRGTGT JCAAARIATCCTCTTL

1660 16790 1699 1700

IR CCGGAGGATIRTTTCCAAGA GCGGGTCCT GCG
TSR CCGOAGCATRRTTTCCAAGA GGG J6CCCOETCCT G
GCGEGTCC G

1720 1730 1740 1750

LS CCGOAGCATIGTTTCCAAGA

1710 ,
R O A ACGCCTCCRITOOCCACGTIKATCCTATAARAGTGAAAGARRGTGLGCTGC
R IR AL CGCCTCCRTTOGCCACGTICATCCTATAARACTOAAAGARRGTGLGCTGC
LYW A CGCCTCCRITGGCCACCTICATCCTATAARRAGTGAAAGARRGTGLECTSC

1760 1770 1780 1790

P AP R G TAGT AT T
1751 AINQEARE .. ... ... L
U AR G T A G T A T T S e
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Leu Ala Ser Arg Cys Arg Cys Cys Arg Pro Leu Val Glu Ala Ala Val His Gly
Trp Arg Val Glu Ala Ala Aia Ala Gly Arg Cys Cys Arg Leu Leu Leu Met Gly
Gly Ala Cys Lys Pro Leu Pro Leu Val Glu Ala Ala Gly *** Cys Cys Cys Ala
TG TCG CGT GAA GCC GTC GCC GTC GTG GAG COG TCG TGG AGT CGT CGT TGT ACG
9 18 27 36 45 54
ACC AGC GCA CTT CGG CAG CGG CAGC CAC CTC GGC AGC ACC TCA GCA GCA ACA TGC
Thr Ser Ala Leu Arg Gln Arg Gln His Leu Gly Ser Thr Ser Ala Ala Thr Cys
Pro Ala His Phe Gly Ser Gly Ser Thr Ser Ala Ala Pro Gln Gln Gln His Ala
Gln Arg Thr Ser Ala Ala Ala Ala Pro Arg Gln His Leu Ser Ser Asn Met Pro

Ala Leu Leu Ile Ser Ser Ala Ser Gly Leu Gly Met Phe Pro Pro lis Glu Ser
Leu Leu Phe Phe Pro Leu leu Pro Gly Trp Gly Trp Leu Leu His Thr Asn Val
Trp Cys Ser Ser His Phe Phe Arg Val Gly Val Gly Tyr Phe Thr Pro Thr ***
GGT CGT TCT TCT TAC CTT CIT CCC CTG GGG TIG GGG TAT TTT CCA CCC ACA ACT
63 72 81 30 99 108
CCA GCA AGA AGA ATG GAA GAA GCG GAC CCC AAC CCC ATA AAA CCT GGG TG TCA
Pro Ala Arg Arg Met Glu Glu Ala Asp Pro Asn Pro Ile Lys Gly Gly Cys Ser
Gln Gln Glu Glu Trp Lys Lys Arg Thr Pro Thr Pro *** Lys Val Gly Val His
Ser Lys Lys Asn Gly Arg Ser Cly Proc Cln Pro His Lys Arg Trp Val Phe Thr

Gln Ile Ile Arg Gly Phe Val Leu Ala Leu Phe Tyr Pro Ile Lys Trp Tyr Gly
Arg Phe Leu Gly Glu Ser Ser Ser Arg Leu Phe Ile Arg Ser Arg Gly Ile Asp
Glu Ser Tyr Asp Lys Arg Leu Arg Ala Cys Ser Phe Val Pro Asp Glu Leu Ile
GAG ACT TAT TAG GAA GCC TTC TGC TCOG COGT TCT TTT ATG CCC TAG AAG CTT ATA
117 126 135 144 153 162
CTC TGA ATA ATC CTT CCG AAG ACG AGC GCA AGA AAA TAL GGG ATC TIC CAA TAT
Leu *** Ile Ile Leu Pro Lys Thr Ser Ala Arg Lys Tyr Gly Ile Phe Gln Tyr
Ser Glu *** Ser Phe Arg Arg Arg Ala Gln Glu Aspn Thr Cly Ser Ser Asn Ile
Leu Asn Asn Pro Ser Glu Asp Glu Arg Lys Lys Ile Arg Asp Leu Pro Ile Ser

*** Lys Ile Ile Lys Asn Asn Ala Leu Leu Thr Ile Leu Phe Ser Ser Cys Arg
Arg Asn Ser *** Lys Ile Thr Pro Ser Ser Pro Leu Ser Ser Pro Arg Val Gly
Gly Ile Gln Asn Asn *** Gln Gln Arg Pro Pro Tyr His Pro Leu Val Phe val
GGG ATA AAC TAA TAA AAT AAC AAC CGC TCC TCC CAT TAC TCC TIC CIG CTT GIG
171 180 188 198 207 216
CCC TAT TIG ATT ATT TTA TTC TIG GOG AGG AGG GTA ATG AGG AAG GAC GAA CAC
Pro Tyr Leu Ile Ile Leu Leu Leu Ala Arg Arg Val Met Arg Lys Asp Glu His
Pro Ile *** Leu Phe Tyr Cys Trp Arg Gly Gly *** *** Gly Arg Thr Asn Thr
Leu Phe Asp Tyr Phe Ile Val Gly Glu Glu Gly Asn Glu Glu Gly Arg Thr Pro

Val Glu Leu Pro Glu Ser Ile Lys His Leu Leu Leu Ser Lys Ile Phe His Leu
*** Arg Trp Pro Asn Ala Leu Lys Thr Phe Phe Cys val Lys Leu Leu Thr Phe
Glu Gly Gly Pro Thr Arg *** Asn Gln Ser Ser Ala Ser Lys "** Tyr Leu Ser
GAG TGG AGG TCC CCA AGC GAT TAA AAC ACT TCT TCG TCT GAA AAT TAT TIC ACT
225 234 243 252 261 270
CIC ACC TCC AGG GGT TCG CTA ATT TTIG TGA AGA AGC AGA CTT TTA ATA AAG TGA
Leu Thr Ser A.rg'Gly Ser Leu Ile Leu *** Arg Ser Arg Leu Leu Ile Lys *°**
Ser Pro Pro Gly Val Arg *** Phe Cys Glu Glu Ala Asp Phe *"* *** Ser Glu

His Leu Gln Gly Phe Ala Asn Phe Val Lys Lys Gln Thr Phe Asn Lys Val Lys
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Pro Ile Gln Thr Gly Ala Ala Val Asp Leu Phe Arg Phe Ser Cys Ile Leu Leu
His Tyr Lys Pro Ala Arg Gln Trp Met Ser Phe Ala Phe Pro Val Ser *** Cys
Thr Thr Asn Pro His Gly Ser Gly Cys Arg Ser Leu Ser Leu Phe Leu Asp Ala
TCA CCA TAA ACC CAC GGG CGA CGG TGT AGC TCT TIC GCT TIC CTIT GIC TAG TCG
278 288 297 306 315 324
AGTCGFATPTCGGIGCCCGCTGCCACATOGAGAAAGCGAAAGGAACACATCAGC
Ser Gly Ile Tp Val Pro Ala Ala Thr Ser Arg Lys Arg Lys Glu Gln Ile Ser
Val Val Phe Gly Cys Pro Leu Pro His Arg Glu Ser Glu Arg Asn Arg Ser Ala

Trp Tyr Leu Gly Ala Arg Cys His Ile Glu Lys Ala Lys Gly Thr Asp Gln Gln

Ile Phe Phe Val Ala Thr Phe Phe Ala Val *** Gln His Leu Thr Ser Ser Arg
Phe Leu Ser Tyr Gln Leu Leu Ser Pro Leu Lys Ser Ile Ser His Pro Ala Gly
Ser Tyr Leu Ile Ser Cys Tyr Leu Leu Cys Ser Val Ser Pro Thr His Leu Glu
TCT TAT TIC TTA TGA CCT CAT TTC TIC CGT TGA ATG ACT ACC TCA CAC CTC GAG
333 342 351 360 369 378
AGA ATA AAG AAT ACT GCA GTA AAG AAG GCA ACT TAC TGA TGG AGT GIG GAG CTC
Arg Ile Lys Asn Thr Ala Val Lys Lys Ala Thr Tyr *** Trp Ser Val Glu Leu
Glu *"* Arg Ile Leu Gln *** Arg Arg Gln Leu Thr Asp Gly Val Tip Ser Ser
Asn Lys Glu Tyr Cys Ser Lys Glu Gly Asn Leu Leu Met Glu Cys Gly Ala Pro

Ser Arg Leu Ser Leu Pro Thr Val Gln Arg Ser Ser His Thr Gly Gln Gln Leu
Leu Asp *** Pro Cys Arg Leu Ser Arg Asp Val Ala Thr Leu Val Lys Asn Ser
**v Ile Glu Pro val Val Ser His Gly Thr *** Gln Gln Ser Tyr Arg Thr Pro
GAT CTA GAG TCC CTG TIG CCT CAC TGCG ACA GAT GAC GAC ACT CAT GGA ACA ACC

387 1856 405 414 423 432

CTA GAT CTC AGG GALZ AAC GGA GTG ALC TGT CTA CTG CIG TGA GTA CCT TGT TCG

Leu Asp Leu Arg Asp Asn Gly Val Thr Cys Leu Leu Leu *** Val Pro Cys Trp
*** Ile Ser Gly Thr Thr Glu *~** Pro Val Tyr Cys Cys Glu Tyr Leu Val Gly
Arg Ser Gln Gly Gln Arg Ser Asp leu Ser Thr Ala Val Ser Thr Leu leu Glu

Ala Pro Thr Gln His Gly Asn Cys Leu Leu Val Arg Tyr Arg Lys Asp Ser Ile
Leu Pro Leu Arg Thr Val Thr Ala Ser Cys Cys Gly Thr Val Asn Thr Leu Phe
Ser Arg Ser Asp Pro Ser Arg Gin Leu Ala Ala Gly Gln Leu Thr Gin **- Phe
TCT CGC CCT CAG ACC ACT GGC AAC GTIC TOG TCOG TGGC GAC ATT GCA AAC AGT CTT
441 450 459 468 477 486
AGA GCG GGA CTC TGG TGA COG TTG CAG AGC AGC ACC CTG TAA CCT TIG TCA GAA
Arg Ala Gly Val Trp *** Pro Leu Gln Ser Ser Thr Leu *** Arg Leu Ser Glu
Glu Arg Glu Ser Gly Asp Arg Cys Arg Ala Ala Pro Cys Asn Val Cys Gln Lys

Ser Gly Ser Leu Val Thr Val Ala Glu Gln His Pro vVal Thr Phe Val Arg Asn

Glu Ala Pro Gln Ser Phe Lys Gln Phe His Ala Pro Phe His Leu Leu Thr Ile
Lys Arg Pro Ser Ala Ser Ser Lys Phe Thr Leu Pro Phe Ile Cys Phe Arg Ser
Asn Gly Arg Ala Pro Gln Val Lys Ser Leu Ser Arg Ser Phe Ala Ser Ala His
TAAMCGCCCGACCGACTI‘GAAAACPTICACTCCCCCTTPPACGTCTTCGCAC

495 504 513 522 531 540

ATT TCC GOG GGC TGG CTG AAC TTT TGA AAG TGA GOG GGA AAA TGC AGA AGC GIG
Ile Ser Ala Gly Trp Leu Asn Phe "** Lys *** Ala Gly Lys Cys Arg Ser Val
Phe Pro Arg Ala Gly *** Thr Phe Glu Ser Glu Arg Glu Asn Ala Glu Ala *=**

Phe Arg Gly Leu Ala Glu Leu Leu Lys Val Ser Gly Lys Met Gln Lys Arg Asp

FIGURA 8 (continuacion 1)
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Pro Leu Ser Ile Tyr Val Asp Asn His Pro Trp Arg Pro Thr Thr Phe Ala Phe
Gln Phe Val Leu Thr Cys Thr Met Thr Pro Cly Gly Pro His Pro Leu Leu Leu
Asn Ser Ser *** His Val Arg *** Gln Pro Ala Vval Gln Thr His Tyr Phe Cys
TAACCI"ICTGATTACA’IGTGCAGI‘AACACCCCGG’ICGACCCACACCAT’I’I’FCGT

549 558 567 576 585 594
ATT GGA AGA CTA ATG TAC ACG TCA TIG TGG GGC CAC CIG GGT GTIG GTA AAA GCA

l1le Gly Arg Leu Met Tyr Thr Ser Leu Trp Gly His Leu Gly val Val Lys Ala
Leu Glu Asp *** Cys Thr Arg His Cys Gly Ala Thr Trp Val Trp *** Lys Gln
Trp Lys Thr Asn Val His val Ile Val Gly Pro Pro Gly Cys Gly Lys Ser Lys

Pro Ser Ser Ile Lys Cys Val Arg Phe Gly Cys Val Pro Phe Trp Arg Ser Val
His Ala Ala Leu Lys Ala Ser Gly Ser Val Val Tyr Gln Phe Gly Gly Leu Phe
Ile Pro Gln *** Asn Gln Leu Gly Pro Phe Trp Met Ser Ser Val Val *** Phe
TTA CCC GAC GAT TAA AAC GTC TGG GCC TTT GGT GTA TGA CCT TTC GTG GAT CTT

603 612 621 630 639 648

AAT GGG CTG CTA ATT TIG CAG ACC COGG AAA CCA CAT ACT GGA AAC CAC CTA GAA

Asn Gly Leu Leu Ile Leu Gln Thr Arg Lys Pro His Thr Gly Asn His Leu Glu
Met Gly Cys *** Phe Cys Arg Pro Gly Asn His Ile Leu Glu Th- Thr *** Lys
Trp Ala Ala Asn Phe Ala Asp Pro Glu Thr Thr Tyr Trp Lys Pro Pro Arg Asn

Leu Pro Pro Ile Thr Val Met Thr Phe Phe His Asn Asn Asn Ile Val Lys Ile
Leu His His Ser Pro *** Trp Pro Ser Ser Thr Thr Thr Ile Ser Ser Lys ***
Cys Thr Thr Pro His Asn Gly His His Leu Leu Pro Gln *** Gln His Ser Lys
TGT TCA CCA CCC TAC CARA TGG TAC CAC TTC TIC ACC AAC AAT AAC TAC TGA AAA
657 666 675 684 691 702
ACA AGT GGT GGG ATG GTT ACC ATG GTG AAG AAGC TGG TIG TTA TIG ATG ACT TIT
Thr Ser Gly Gly Met Val Thr Met Vval Lys L.yS Txp Leu Leu Leu Met Thr Phe
Gln val Val Gly Trp Leu Pro Trp *** Arg Ser Gly Cys Tyr "** *** Leu Lleu
Lys Trp Trp Asp Gly Tyr His Gly Glu Glu Val Val Val Ile Asp Asp Phe Tyr

Ala Pro Gln Gly Pro lle Ile °*** Gln Ser Gln Thr lle Ser Ile Trp Gln Ser
Pro Gln Ser Gly Gln Ser Ser Arg Ser Leu Ser His Ser Arg Tyr Gly Asn Val
His Ser Ala Ala Arg Pro His Asp Val Ser Val Thr His Asp Ile Asp Met Ser
TAC CGA CCG ACG GGA CCC TAC TAG ATG ALCT CTG ACA CAC TAG CTA TAG GTA ACT
M1 720 729 738 747 756
ATGGCTGGCTGCCCTOG:A‘ICATCTACTGAGACMG‘ICATCGATA‘VCCA’I"IGA
Met Ala Gly Cys Pro Gly Met Ile Tyxr *** Asp Cys Val Ile Asp lle His °***
Trp Leu Ala Ala Leu Gly ***" Ser Thr Glu Thr Val *** Ser Ile Ser Ile Asp

Gly Trp Leu Pro Trp Asp Asp Leu Leu Arg Leu Cys Asp Arg Tyr Pro Leu Thr

Tyr Leu Ser Phe Thr Ser Ser Tyr Arg Lys Gln Gly Ala Thr Asn Gln Asn Gly
Thr Ser Val Leu Pro Pro Val Thr Gly Lys Lys Ala Arg Leu Ile Arg Ile val
Gln Leu Ser *** Leu His Phe Gln Val Lys Lys Pro Gly Cys Tyr Glu Ser ***
GAC ATC TCT GAT TIC CAC CTT GAC ATG GAA AAA ACC GGG COGT CAT AAGC ACT AAT
765 774 783 792 801 810
C'ICTAGAGACPAAAGGI’GGAACIGTACC’ITTPFT‘I;CCCGCAGFATI’CTGATPA

Leu *** Arg Leu Lys Val Glu Leu 'Iyr Leu Phe Trp Pro Ala Val Phe *** Leu

Cys Arg Asp *** Arg Trp Asn Cys Thr Phe Phe Gly Pro Gin Tyr Ser Asp Tyr
Val Glu Thr Lys Gly Gly Thr Val Pro Phe Leu Ala Arg Ser Ile leu Ile Thr

FIGURA 8 (continuacién 2)
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Ala Ile Leu Gly Arg Gln Phe Pro Val Gly *** Ser Ser Asp Trp Ser Tyr Phe
Leu Leu *** Val Gly Asn Ser His Tyr Glu Glu Val Ala Thr Gly Ala Thr Ser
Trp Cys Asp Ser Gly Thr Pro Ile Thr Ser Axg Leu Gln Gln Gly Leu Gln Leu
GGI‘CGI‘TAGTCTGGGGCAACCTTACCATCACXIAGITGAC&CAGJGI‘CGACATC
819 828 837 846 BSS 864
CCA GCA ATC AGA CCC CGT TGG AAT GGT ACT CCT CAA CIG CIG TCC CAG CIG TAG
Pro Ala Ile Arg Pro Arg Trp Asn Gly Thr Pro Gln Leu Leu Ser Gln Leu ***
Gln Gln Ser Asp Pro Val Gly Met Val Leu Leu Asn Cys Cys Pro Ser Cys Arg

Ser Asn Gin Thr Pro Leu Glu Trp Tyr Ser Ser Thr Ala Val Pro Ala val Glu

Ser Lys Ile Pro Pro Asn Ser Gly Gln Tyr Lys Pro Leu Ille Ser Cys Phe Leu
Ala Arg *** Arg Leu Ile Val Glu Lys Thr Asn Gln Phe Phe Ala Val Ser Cys
Leu Glu Lys Asp Ser Ser *** Lys Arg Pro Ile Lys Ser Ser His *** Leu Val
TTC GAG AAA TAG CCT CCT AAT GAA GGA ACC ATA AAA CCT TCT TAC GAT GTC TIG

873 882 891 500 909 918

AAG CTC TTT ATC GGA GGA TTA CTT CCT TGG TAT TTT GGA AGA ATG CTA CAG AAC

Lys Leu Phe Ile Gly Gly Leu Leu Pro Trp Tyr Phe Gly Arg Met Leu Gln Asn
Ser Ser Leu Ser Glu Asp Tyr Phe Leu Gly Ile Leu Glu Glu Cys Tyr Arg Thr
Ala Leu Tyr Arg Arg Ile Thr Ser Leu Val Phe Trp Lys Asn Ala Thr Glu Gln

Gly Arg Leu Phe Pro Ala Leu Glu Asp Gly Lys Gly Gly Trp Ala Arg Phe Lys
Asp Val Ser Ser Pro Pro Trp Asn Thr Val Arg Glu Gly Gly His Gly Ser Asn
Ile Trp Pro Pro Leu Prc Gly Thr Arg **° Gly Lys Gly Gly Met Gly Gln Ile
TTA GGT GCC TCC TTC CCC CCGG TCA ACC AGT OGG AAA GGG GGG GTA QGG GAC TTA

927 916 945 954 963 972

AAT CCA CGGC AGG ARG GGG GCC AGT TCG TCA CCC TTT CCC CCC CAT GCOC CTG AAT

Asn Pro Arg Arg Lys Gly Ala Ser Ser Ser Pro Phe Pro Pro His Ala Leu Asn
Ile His Gly Gly Arg Gly Pro Val Arg His Pro Phe Pro Pro Met Pro *** Ile
Ser Thr Glu Glu Gly Gly Gln Phe Val Thr lLeu Ser Pro Pro Cys Pro Glu Phe

Trp lle Phe Tyr Ile Val Ser Asp Lys Lys Asp Ser Arg leu Pro Lys **¢ *°*°*
Gly Tyr Ser Ile Phe *** Gln Thr Lys Lys Ile Val Glu Tyr His Asn Lys Asn
Glu Met His Phe Leu Asn Ser Leu Arg Lys *** *** Lys Thr Ile Thr Lys Ile

AAG GTA TAC TTT ATT TAA TGA CTC AGA AAA AAT AGT GAA GCA TTA CCA AAA ATA
981 990 999 1008 1017 1026
'I'I’CCA'I‘A’I‘GAMTMA’ITACTGAG'I’CTTITTYATCACI’PCGTMTGCP'I’ITTAT

e e ma meme ame mew mame e EmEm mme mee meme ememw mw— - _——— m e mmm me = -

Phe His Met Lys *** Ile Thr Glu Ser Phe Leu Ser Leu Arg Asn Glv Phe Tyx
Ser Ile *** Asn Lys Leu Leu Ser Leu Phe Tyr His Phe Val Met Val Phe Ile
Pro Tyr Glu Ile Asn Tyr *** Val Phe Phe Ile Thr Ser *** Trp Phe Leu Leu

Glu Asn Leu Thr Leu His Pro Thr Lys Leu Ile Leu Asn Glu Ser Asn Tyr Met
Asn Met Leu Pro *** Thr Pro Pro Arg *** Phe *** Ile Arg Gln Ile Thr Cys
Ile *** *** pPro Asn Leu Pro Pro Asp Lys Phe Asn Phe Glu Arg Phe Gln Vval

——- — e m m—— e MEme. mES Bad mem Emee mm- mee EmEee wemEe HEme e w S-— —a-

ATAAGPM’I‘TCCCAA'I‘ICACCCCCCAGAMT’ITTAATITMGAGACTTAACAN
1035 1044 1053 1062 1071 1080
TATTCAT”AAG;GPTAAGTGGGGGGICTITAMATTAMTICTCTGAATI’GTAC

'Wr Ser Leu Arg Val Lys Trp Gly Val Phe Lys Ile Lys Phe Ser Glu Leu Tyr
Ile His *** Gly Leu Ser Gly Gly Ser Leu Lys Leu Asn Ser Leu Asn Cys Thr
Phe Ile Lys Gly *** Val Gly Gly Leu *** Asn *** Ile Leu *** Ile Val His

FIGURA 8 (continuacién 3)
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Cys Pro *** Val Ser Ile Thr Asn Arg Thr Thr Tyr Val Thr Lys Ser Arg Leu
Val His Asn Cys Pro Tyr Gln Ile Gly Pro Arg Ile Tyr Gln Lys Arg Val Cys
Tyr Met Thr Val Arg Ile Asn Tyr Glu Gln Asp Tyr Ile Ser Asn Glu Phe Ala
ATA AAG CTT GCG

1134
GAA CCC

TAT GTA CCA ATG TGC CTA TAA
1089 1098
ATA CAT GGT TAC ACG GAT ATT

GAC CAG CAT
1116

GTC GTA

TGA CAA
1125
TAT ACT GTT
Ile His Gly Tyr Thr Asp Ile Val Fhe Leu Val Val Tyr Thr Val Phe Glu Arg
Tyr Met Val Thr Arg Ile Leu Tyr Ser Trp Ser Tyr Ile Leu Phe Ser Asn Ala
Thr Trp Leu His Gly Tyr Cys Ile Pro Gly Arg Ile Tyr Cys Phe Arg Thr Gln

CAT AAG
1107
GTA TIC

CTG

TTC

Ala Ser Ala *** Thr Thr *** Met Glu Leu Leu Lys Tyr Asp *** Gly Cys Ser
His Arg Pro Arg Arg Pro Arg Cys Lys Trp Cys Asn Thr Thr Glu Ala Val Ala
Thr Gly Leu Gly Val His Asp Val Asn Gly Ala Thr Gln Leu Arg Leu Trp Leu
TCA ATC AGA
1179
TAG TCT
Ser Ala Glu Ala Tyr Val Val Tyr Ile Ser Ser Ser Leu *** Ser Gln Pro Gln
Vval Pro Arg Pro Thr Trxp Ser Thr Phe Pro Ala Val Cys Ser Leu Ser His Ser
Cys Arg Gly Leu Arg Gly Leu His Phe Gln Gln Phe Val val Ser Ala Thr Ala

ATG CAC
1152
TAC GTG

ARC

GG CIC
1143
GCC GAG

CGG

CAG

ATG TAA
1161
TAC ATT

ACG TCG TCA
1170
TCC AGC AGT

GTC OGT GTC
1188
GTC TTG CAG CCA CAG

AGT GCC

Thr Glu Lys Thr Thr Gln Asn Ser Thr Ile Leu Leu Ser Ile *** Ser Leu Asn
Pro Lys Lys Gln Gln Lys Thr Pro Leu Leu *** Tyr His Phe Arg Pro Cys Thr
Gln Asn Arg Lys Asn Asn Pro Gln Phe Tyr Asp Ile Thr Phe Asp Leu Val Pro
CAA AGA AAA CAA CAA ACC AAC CTT CAT TAG TTA TCA CTT TAG ATC CIG TCC
1197 1206 1215 1224 1233 1242
GTT TCT GTT GTT TTG GAA GTA ATC AAT GAA ATC GAC AGG
Leu Val Ser Phe Val val Trp Leu Glu val Ile Asn Ser Glu Ile Asp Axrg
Trp Phe Leu Leu Leu Phe Gly Trp Lys °**" Ser Ile val Lys Ser Arg Thr Gly
Gly Phe Phe Cys Cys Leu Val Gly Ser Asn Gln *** *** Asn Leu Gly Gln Val

GAC

ACT TAG

CTG TGG

TTT

[ KR

Pro Pro Leu Thr Gly Pro Thr Thr Pro Ser Pro Ser Pro *** Pro Ile Ala Pro
Gln Pro Tyr Leu Val Pro Leu Pro Leu Leu Leu Ala Pro Asn His Tyr Pro Pro
Lys Pro Thr Phe Tyr Arg Ser His Tyr Ser Phe Pro Gln Thr Ile Thr His Arg
AAA CCC CCA CCT CAC CAT CCT

1251 12695

TIT GGG GGT GTG GTA
Phe Gly Gly Lys Val Pro Gly val val Gly Glu Gly Leu Gly Tyr Gly Met Ala
Leu Gly Val Lys Tyr Arg Glu Trp *** Glu Lys Gly Trp Val Met Val Trp Arg

Trp Gly *** Ser Thr Gly Ser Gly Arg Arg Arg Ala Gly Leu Trp Tyr Gly Gly

CTT CCC
1278
GAA GGG

GAC CCA ATA CCA TAC CCC
1287 1295
CTG GGT TAT GGT ATG GOG

TIT CAT GGC
1260

GTA CCG

GGA GGA

AAA

Pro Thr Thr *"** Met Pro Thr Met Pro Ser Pro Gln Pro Arg Gln *** Leu Thr
Leu Leu Leu Lys Cys Leu Pro *** Leu His Pro Ser His Gly Lys Asn Cys Leu

Ser Ser Tyr
CCT CCT CAT

1305
GGA GGA GTA

Gly Gly Vval

Asn Val Tyr
CAA ATG TAT

1314
GTT TAC ATA

Val Tyr Ile

Asp Tyr

CAG TAT
1323
GGG GTC ATA

Gly val Ile

Pro

ccc

Thr Leu Ala
CCA CTC CCG

1332
GGT GAG GGC

Gly Glu Gly

Thr Ala Lys
ACA OCG GAA

1341
TGT GGC CTT

Cys Gly Leu

Thr val Phe
ACA ATG TTT

1350
TGT TAC AAA

Cys Tyr Lys

Glu Glu *** Phe Thr *** Gly Ser *** val Arg Ala val Ala Phe Val Thr Lys
Arg Ser Ser Leu His Arg Gly His Arg *** Gly Leu Trp Pro Leu Leu Gln Ser
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1le Met *** Phe Leu Leu Val Pro Ala Trp Glu Gly Thr Val Arg Pro Ser Arg
**+« =r* Arg Phe Tyr Cys Cys Gln Leu Gly Ser Gly Gln *** Gly Pro His Asp
Asp Asp Leu Ile Val Ala Ser Ser Gly Val Gly Arg Asp Gly Gln Thr Ile
TTA TTG TCG TGA CCT
1368 1377
AAT AAC AGC ACT GGA

TAG TAG ATT
135S

ATC ATC

GGG GTG AGG
1386

CAC TCC

GGA CAG TGG
1395
CCT GTC ACC

GAC CCA CTA

1404

CTG GGT GAT

Val Ile Ile Asn Asn Ser Thr Gly Ala His Ser Pro Val Thr Leu Gly Asp

Leu Ser Ser Lys Ile Thr Ala Leu Glu Pro Thr Pro Leu Ser Pro Trp Val Ile
Tyr His Leu Lys *** Gln His Trp Ser Pro Leu Pro Cys His Pro Gly *** ser

TAA

Gec

L N ]

Pro Ala Pro Gly Ser Asn Leu Arg Leu Arg Glu *** Glu Thr Thr Asn Leu Pro
Pro Leu Leu Ala Leu Ile *** Gly *** Gly Lys Lys Asn Gln Leu Ile *** Leu
Pro Ser Cys Pro Trp Phe Glu val Lys Val Lys Arg Ile Arg Tyr Tyr Glu Phe
CcCC ATA AGA CAT
1449
TCT GTA

Arg Gly Ala Gly Pro Glu Phe Asn Leu Asn Leu Ser Tyr Ser Val Val Phe Lys
Gly Glu Gin Gly Gln Asn Ser Thr Leu Thr Phe Leu Ile Leu *** Tyr Ser Lys
Gly Ser Arg Ala Arg Ile Gln Pro *** Pro Phe Leu Phe Cys Ser Ile Gln Arg

CAT AAC TTIT
1458
GTA TTC AAA

&C CCT CGT
1413

GGA GCA

GGT CTT AAG
1422
CCA GAA

TIG GAA
1431
AAC CTT

TIG GAA AGA
1440

CTT TCT

(aed

GGG

TTC

AAC TAT

Cys Leu Ala Pro Thr Gln Gly Gly Glu Gln Pro Phe Phe Thr Met Leu Ile Ser
Ala Cys Leu Pro Pro Lys Val Gly Arg Arg Pro Ser Ser Leu *** *** Tyr Gln
Pro Val Ser Arg Pro Asn Ser Gly Gly Gly Pro Pro Leu Phe Asp Asn Ile Asn
ceC CGC CCC CAA GGG GGG AGG ACC CCC TTC TTT CAG TAA TTA TAA
1476 1485 1494 1503 1512
GCG GGG GIT CcCccC CCC TG GGG AAA GTC AAT ATT

ACT

GTG TCT
1467
CAC AGA
Gly His Arg Ala Gly Val Pro Pro Ser Trp Gly Lys Lys Val Ile Asn Ile
Gly Thr Glu Arg Gly Phe Asp Pro Pro Pro Gly Gly Arg Lys Ser Leu lle Leu
Ala Gln Ser Gly Gly Leu Thr Pro Leu Leu Gly Glu Glu Ser His *** Tyr °*°*°

TGA

TCC

ARG

ATT

*wa

Asp *** Thr Trp Arg Gly Pro Pro Arg Clu Ser Gln Pro Glu Ser Ser Leu
Ile Glu Asp His Gly Gly Gly Leu Leu Ala Asn Gln Ser His Asn Ala Gln Cys
Phe Arg Met Met Asp Val Ala Trp Ser Pro Thr Arg Val Thr Thr Arg Lys Val

—— e mme =—- MM mee e cew —ww ——e - - emmw e - -

CCC GCA AGA
1548
GGG CGT TCT

Gly Arg Ser

CTT AGA GTA
1521
GAA TCT CAT

Glu Ser His

GTA CAG GTG
1530
CAT GIC CAC

His Val His

GG GGT CCr
1539
CGC CCA GGA

Arg Pro Gly

CTG ACA CCA
1557

TGT GGT

GAC

Asp Cys Gly

AGC GAA CTG
1566

CTT GAC

TG

Ser leu Asp

Asn Leu Ile Met Ser Thr Ala Gln Glu Gly Val Leu Thr Val Val Arg Leu Thr
Ile Ser Ser Cys Pro Pro Pro Arg Arg Ala Phe *** Leu Trp Phe Ala *** Gin

Ile Asp Ser Pro Ala Pro Ser Ala Pro Thr Ser Ser Ala Met Lys Gly Glu Gly
Tyr Ile Arg Leu His Pro Leu Pro Pro His Gln Leu His Trp Lys Glu Lys Glu

Thr Tyr Gly

TCA

TAT RGG
1575
ATA TCC

——— e -

Ser lle Ser

AGT

Phe Thr Arg
CTT CCA oG
1584

GAA GGT GCG

Glu

Gly Ala

Ser Leu Ary
CCT CTC CGC

1593
GGA GAG GCG

Gly Glu Ala

Thr

CCA

Asn Phe
CAA CTT

1602
GTT GAA

val Glu

GGT

Gly

Ile

Gly Asn
CGG TAA

1611
GCC ATT

CTA

GAT

Asp

Ala Ile

Arg Arg

GGA AGA
1620
TTT CCT TCT

Lys

AAA

Phe Pro Ser

Val Tyr Pro Lys Val Arg Glu Arg Arg Val Leu Lys Met Pro Phe Phe Leu Leu
Tyr Ile Arg Arg Cys Gly Arg Gly Gly Cys *** Arg Cys His Phe Ser Phe Ser
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Ala Thr val Thr Ala Pro Thr Ser Ser Gly Pro Ala Ala Ala Ser Ser Arg Ala
Leu Pro Leu Pro Pro Pro Pro Pro Arg Ala Leu Pro Pro Pro Pro Pro Asp Pro
Trp Arg Tyr Arg His Arg Pro His Val Leu Trp Pro Arg Arg Arg Leu Ile Gln

—mr dmr emmem mEme memem memem mae mmw e s m— e s mmw Sma e el S maa

GGT CGC CAT TGC CAC COGC CCC CAC CTIG CIC GGT CCC OGC CGC COGC CTC CTA GAC

1629 1638 1647 1656 1665 1674

CCA CCG GTA ACG GTG GOG GGG GTG GAC GAG CCA GGG GCG GG GOG GAG GAT CTG
Pro Ala Val Thr val Ala Gly Val Asp Glu Pro Gly Ala Ala Ala Glu Asp Leu
Gln Arg *** Arg Trp Arg Gly Trp Thr Ser Gln Gly Arg Arg Arg Arg Ile Trp

Ser Gly Asn Gly Gly Gly Gly Gly Arg Ala Arg Gly Gly Gly Gly Gly Ser Gly

_——— e =— vt mmr mmm mmm memas mam ®mee woe®m ceme Wee we-

Leu Ile Ala Ala Pro Ala Thr Asp Glu Glu Glu Thr Val Gly Gly Gln Ile Arg
Trp Ser Pro Gln Pro Pro Pro Thr Lys Lys Lys Pro Leu Ala Glu Lys Ser Val
Gly Leu His Ser Arg Pro Arg His Arg Arg Arg Arg Tyr Arg Arg Arg Pro Tyr

e amemm wEmE mEm e mEmm mam Wi mEmt e e e e e mEme S ma— ee— — e

CGG TTC TAC CCA CGC CCC CGC CAC AGA AGA AGA AGC CAT TGC GGA GGA ACC TAT
1683 1692 1701 1710 1719 1728
GCC AAG ATG GCT GOG GGG GOG GTG TCT TCT TCT TCG GTA ACG CCT CCT TGG ATA

m- Ewwme mEme= mEme meme memm WmEme mEms e Emamw Ememw eEmw wE@E; Ee SE®S moe Soe e

Ala Lys Met Ala Ala Gly Ala Val Ser Ser Ser Ser Val Thr Prc Pro Trp Ile
Pro Arg Trp Leu Arg Gly Arg Cys Leu Leu Leu Arg **°* Arg Leu Leu Gly Tyr
Gln Asp Gly Cys Gly Gly Gly val Phe Phe Phe Gly Asn Ala Ser Leu Asp Thr

*** Ile Gln Phe Arg Phe Phe His Ala Thr Leu Ile
Asp Tyr Arg Phe Val Phe Ser Thr Arg Gln Leu Tyr
Thr Met’Asp Ser Phe Ser Leu Leu Ala Ser Tyr Thr Asn

GCA GTA TAG ACT TTT GCT TTC TIC ACG CGA CAT TCA TAA 5°
L1137 1746 1755 1764
CGT CAT ATC TGA AAA CGA ARG AAG TGC GCT GTA AGT ATT 3'

Arg His Ile *** Lys Arg Lys Lys Cys Ala Val Ser Ile
Val Ile Ser Glu Asn Glu Arg Ser Ala Leu *** Val
Ser Tyr Leu Lys Thr Lys Glu Val Arg Cys Lys Tyr
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