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DESCRIPCION

Vacuna contra el sindrome respiratorio y reproductivo porcino basada en el aislado JA-142.
Antecedentes de la invencion
Campo de la invencion

La presente invencién se refiere en lineas generales al virus del sindrome respiratorio y reproductivo porcino
(SRRP) atipico avirulento atenuado (VSRRP) y a las vacunas de virus vivo correspondientes para su administracién a
ganado porcino para conferir una inmunidad eficaz en el ganado porcino frente a VSRRP. La invencion se refiere a un
nuevo procedimiento altamente eficaz para pasar virus SRRP hasta su atenuacién.

Descripcion de la técnica anterior

El SRRP surgi6 a finales de los afios 80 como una enfermedad virica importante del ganado porcino. E1 VSRRP
causa insuficiencia reproductiva grave en cerdas gestantes, manifestada en forma de partos prematuros, aumento del
nimero de mortinatos, cerdos momificados y nacidos débiles, tasa de partos disminuida y retraso en la vuelta al estro.
Ademds, el sistema respiratorio del ganado porcino infectado con VSRRP se ve afectado desfavorablemente, lo que
se demuestra por lesiones que aparecen en los pulmones del ganado porcino infectado. Para combatir los problemas
asociados con la infeccion por VSRRP, se han desarrollado vacunas que conferian inmunidad a las cepas de SRRP
existentes entonces.

Las epidemias de una forma excepcionalmente grave de SRRP, denominado en lo sucesivo en el presente docu-
mento “SRRP atipico”, se reconocié por primera vez en Norteamérica en la dltima parte de 1996. Se diferenciaban
de las epidemias de “SRRP tipico” en que: 1) los signos clinicos eran mds prolongados asi como mds graves; 2) la
incidencia de abortos era superior, especialmente durante la primera parte y la mitad de la gestacién; 3) existia una ma-
yor incidencia de mortalidad de cerdas nuliparas y mutiparas; 4) el VSRRP se aislaba menos frecuentemente de fetos
abortados, cerdos mortinatos y cerdos nacidos vivos -quiza porque los abortos eran mas frecuentemente el resultado de
una enfermedad maternal aguda mds que de una infeccién transplacentaria; 5) las lesiones pulmonares de los cerdos
jovenes afectados eran mds amplias; y 6) las vacunas disponibles en el mercado proporcionaban escasa o ninguna
proteccién. En su conjunto, estas observaciones indicaban la emergencia de cepas mds virulentas y antigénicamente
diferentes de SRRP y la necesidad de una nueva generacién de vacunas contra SRRP.

El procedimiento usado mds frecuentemente para producir vacunas de virus vivo atenuado es realizar pases en
serie del virus en un sustrato (habitualmente un cultivo celular) distinto del huésped natural (S) hasta que se atentie lo
suficiente (es decir, se reduzca su virulencia o capacidad para producir enfermedades) para usarlo como vacuna. Para el
primer pase, se infecta un cultivo celular con el indculo seleccionado. Después de obtener pruebas claras de replicacién
de virus (por ejemplo, efectos citopaticos inducidos por virus [ECP] en las células infectadas), se usa una alicuota del
medio de cultivo celular, o células infectadas, o ambas, del primer pase para infectar un segundo cultivo celular. El
procedimiento se repite hasta que una o mas mutaciones criticas en el genoma viral causan una atenuacidn suficiente
de modo que el virus pueda usarse con seguridad como vacuna. El grado de atenuacién se determina habitualmente
empiricamente exponiendo al huésped natural (S) a niveles de pase progresivamente mayores del virus.

El procedimiento anterior es basicamente vélido y se ha usado con éxito para el desarrollo de numerosas vacunas
para uso humano y veterinario. Sin embargo, es relativamente ineficaz porque la fase logaritmica de la replicacién de
virus, durante la que es mds probable que se produzcan mutaciones, se completa con frecuencia mucho antes de que
se hagan visiblemente evidentes pruebas de la replicacién viral.

El documento US 5.840.563 desvela un procedimiento para los virus del sindrome respiratorio y de infertilidad
porcino en aumento, por el que el virus se inocula en células de simio y las células de simio inoculadas se incuban.

El documento US 5.846.805 describia un virus del sindrome respiratorio y de infertilidad porcino atenuado que se
produce por un procedimiento que comprende pasar el virus del sindrome respiratorio y de infertilidad porcino por
células de simio.

El documento US 5.476.778 desvela un procedimiento de atenuacién de virus del sindrome respiratorio y de
infertilidad porcino que comprende pasar el virus por una linea celular de simio en condiciones bien definidas.

El documento US 4.211.843 desvela un procedimiento para la produccién de una cepa atenuada de virus del
sarampion, eficaz para la produccién de vacuna de virus del sarampién atenuado.

El documento US 4.224.412 desvela una vacuna de cultivo de virus vivo contra el moquillo canino y procedimien-
tos de preparacién de dicha vacuna.

Ciaccio, G. (1970) [Biology of attenuated, mumps rubella, measles and rabies viruses. Comparative considerations
on the methods of attenuation of their virulence] Rivista di biologia 63 (1), 87-129 describe la biologia de diferentes
virus atenuados.
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Kawai y Masumoto (1977) Virology 76, 60-71 describen particulas interferentes y no interferentes generadas por
un virus variante de placas pequefas de rabia.

Por lo tanto, existe una necesidad indudable en la técnica de una vacuna que confiera una inmunidad eficaz contra
cepas de VSRRP, incluyendo cepas de VSRRP atipicas recientemente descubiertas. También existe la necesidad en
la técnica de un procedimiento de preparacion de dicha vacuna. Por dltimo, lo que se necesita es un procedimiento
de pase de un virus que atende el virus mds eficazmente de lo que hasta ahora se crefa posible, con el virus atenuado
resultante generando anticuerpos especificos de VSRRP en ganado porcino, confiriendo de este modo una inmunidad
eficaz frente a una infeccién posterior por VSRRP.

Sumario de la invencion

La presente invencidn se define como sigue: Un procedimiento de pases multiples para atenuar un virus SRRP
capaz de inducir un efecto citopatico, que incluye las etapas de replicar sucesivamente dicho virus por inoculacién y
replicacidn del virus en cultivos celulares individuales hasta que se consiga su atenuacidn, caracterizado porque cada
etapa de inoculacién y replicacién sucesiva comprende

1) retirar una muestra que contiene virus del cultivo celular mientras que el virus se estd replicando a una velocidad
logaritmica y antes de la induccién de efectos citopdticos en el cultivo celular,

2) inocular el siguiente cultivo celular con una alicuota de dicha muestra de modo que se usa la alicuota més
pequefia que mantiene la infeccion y la replicacion logaritmica, y de modo que sélo se transfieren cantidades
pequeias de virus de un pase a otro,

3) conservar cada cultivo celular del que se retiré una muestra (de acuerdo con la etapa 1) después de la etapa de
retirada y

4) observar si se produce induccién de un efecto citopatico en cada uno de dichos cultivos celulares conservados.

La etapa de retirada 1) se lleva a cabo aproximadamente 24 horas después de la inoculacién de dichos cultivos
celulares y los cultivos celulares empleados comprenden una monocapa de células que tienen una confluencia superior
a aproximadamente el 70%.

El procedimiento comprende ademads la etapa de ensayar periddicamente dicho virus progenie para determinar su
atenuacion y también incluye la etapa de proporcionar un exceso de células inicialmente no infectadas para asegurar
que dicho virus pueda replicarse a una velocidad logaritmica.

Ademds, cada una de las inoculaciones sucesivas que implican el pase antes de que se observe un efecto citopatico
se lleva a cabo después de que se observe un efecto citopético en un cultivo celular previamente inoculado, siendo
dicho cultivo celular previamente inoculado un cultivo parental de las células de las que se retira una alicuota para el
pase.

La presente invencion supera los problemas resumidos anteriormente. Se describen cepas de VSRRP atipico ate-
nuado y las vacunas vivas modificas mejoradas correspondientes que confieren una inmunidad eficaz contra cepas
de VSRRP atipicas recientemente descubiertas. La expresion “inmunidad eficaz” se refiere a la capacidad de una va-
cuna para prevenir infecciones por VSRRP en ganado porcino, incluyendo infecciones por VSRRP atipico que dan
como resultado signos clinicos importantes de la enfermedad. Es decir, el ganado porcino inmunizado puede o no ser
serolégicamente positivo para VSRRP, pero no presenta ningiin sintoma clinico importante. La expresién “VSRRP
atipico” se refiere a estas nuevas cepas de SRRP que son sustancialmente mas virulentas que las cepas de VSRRP
tipicas.

La vacuna descrita en el presente documento incluye virus vivo cuya virulencia se ha atenuado. Se ha demostrado
que el virus atenuado resultante es avirulento y confiere una inmunidad eficaz. Se selecciond una cepa particularmente
virulenta de SRRP atipico (denominada JA-142) que causaba sintomas especialmente graves de SRRP y representa la
cepa dominante de VSRRP atipico para su atenuacién posterior por pase. El virus atenuado resultante se ha depositado
en la Coleccién Americana de Cultivos Tipo (ATCC), Rockville, MD el 2 de febrero de 1999 y concordaba con el N°
de Acceso de la ATCC VR-2638. Este virus atenuado es un Virus de Semilla Maestra (VSM) preferido que se ha
pasado y desarrollado posteriormente como una vacuna de VSRRP eficaz.

El nombre dado al virus no atenuado, JA-142, surge del patrén enzimatico de restriccion. El 1 representa la inca-
pacidad de la enzima MLU I para escindir el virus en el marco de lectura abierta 5 (ORF 5). El 4 representa la escision
por Hinc II en las posiciones de pares de bases 118 y 249 de la ORF 5 y secuencias contiguas cortas. El 2 representa
la escision por Sac II en la posicién del par de bases 54 de la ORF 5 y secuencias contiguas cortas.

El pase del virus hasta su atenuacién se efectué usando un nuevo procedimiento que daba como resultado una
eficacia aumentada. En concreto, el virus se mantuvo en la fase de replicacion logaritmica durante todos los multiples
pases de cultivo celular para acortar sustancialmente el tiempo hasta la atenuacién. Esto se consigue asegurandose
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de que en cada cultivo celular exista un exceso sustancial de células inicialmente no infectadas respecto al niimero
de virus presente. Asi, transfiriendo sélo pequefias cantidades de virus de un pase a otro, se asegura una replicacién
logaritmica.

En la practica, el procedimiento se inicia normalmente por inoculacién de varios cultivos celulares distintos con
alicuotas virales progresivamente mds pequeiias (es decir, menor cantidad de virus en cada cultivo). Por ejemplo, los
cultivos de partida podrian contener alicuotas virales de 200 ul, 20 ul y 2 ul. Después de un periodo de incubacién corto
inicial (por ejemplo, ~24 horas), las mismas alicuotas virales (en el ejemplo, de 200 ul, 20 ul y 2 ul) de cada cultivo
celular se transfieren a cultivos individuales recién preparados (previamente no infectados), mientras que los cultivos
de partida se controlan hasta que se observa o no un efecto citopatico (ECP). Este procedimiento se contintia en un
orden en serie durante multiples pases, usando las mismas alicuotas virales en cada caso y conservando los cultivos
para la observacién del ECP. Si todos los pases de cultivo en serie presentan ECP después de que se completen un
nimero seleccionado de pases, puede terminarse la serie de mayor alicuota viral (en el ejemplo, de 200 ul y 20 ul),
después de lo cual se emplea otra serie de alicuotas virales progresivamente mds pequefias (por ejemplo, de 2 ul,
0,2 ul'y 0,02 ul) y el procedimiento se repite de nuevo, manteniendo de nuevo los cultivos celulares después de la
transferencia para la observacién del ECP.

En algiin punto en este procedimiento de inoculacién de alicuotas virales sucesivamente mds pequefias no se
observard ECP en un cultivo celular dado. Cuando esto ocurre, el siguiente mayor nivel de alicuota viral que muestra
ECP sustituye al pase en el que no se observd ECP, después de lo cual se inoculardn pases posteriores usando las
alicuotas virales previamente empleadas.

En vista de que un virus tenderd a volverse mas eficaz en la infeccion de células y también a replicarse hasta un
mayor titulo de infectividad para cultivos celulares con el tiempo (lo que es especialmente cierto con virus de ARN
tales como el VSRRP), se observard que son necesarias alicuotas virales cada vez mds pequefias para mantener la
infeccidn durante la transferencia en serie. El uso de la alicuota mds pequefia que mantiene la infeccién contribuye a
asegurar que la replicacion viral permanece en una fase logaritmica durante todo el procedimiento.

La secuencia de ADN del virus pasado atenuado del pase 201 se determiné después usando procedimientos con-
vencionales. La secuencia de este virus atenuado se designé como VSM JA-142 Pase N° 201, y cuya secuencia se
proporciona como SEC ID N°: 1. La secuencia del virus virulento, JA-142, se proporciona como SEC ID N°: 2.

Como se usan en el presente documento, seran aplicables las definiciones siguientes: La “identidad de secuencia”,
como se conoce en la técnica, se refiere a una relacion entre dos o mds secuencias polipeptidicas o dos o0 més secuencias
polinucleotidicas, en concreto una secuencia de referencia y una secuencia dada que se comparard con la secuencia
de referencia. La identidad de secuencia se determina por comparacién de la secuencia dada con la secuencia de
referencia después de que las secuencias se hayan alineado dptimamente para producir el mayor grado de similitud
de secuencia, seglin se determina por el emparejamiento entre hebras de dichas secuencias. Tras dicho alineamiento,
se determina la identidad de secuencia en base a posicién por posicion, por ejemplo, las secuencias son “idénticas”
en una posicién particular si, en esa posicion, los nucleétidos o restos aminoacidicos son idénticos. El nimero total
de dichas identidades de posicién se divide después entre el nimero total de nucleétidos o restos en la secuencia
de referencia para dar el % de identidad de secuencia. La identidad de secuencia puede calcularse facilmente por
procedimientos conocidos, incluyendo, pero sin limitacidn, los descritos en Computational Molecular Biology, Lesk,
A. N, ed., Oxford University Press, Nueva York (1988), Biocomputing: Informatics y Genome Projects, Smith, D.
W., ed., Academic Press, Nueva York (1993); Computer Analysis of Sequence Data, Parte I, Griffin, A. M. y Griffin,
H. G, eds., Humana Press, Nueva Jersey (1994); Sequence Analysis in Molecular Biology, von Heinge, G., Academic
Press (1987); Sequence Analysis Primer, Gribskov, M. y Devereux, J., eds., M. Stockton Press, Nueva York (1991); y
Carillo, H., y Lipman, D., SIAM J. Applied Math., 48: 1073 (1988).

Los procedimientos preferidos para determinar la identidad de secuencia estan disefiados para dar el mayor empa-
rejamiento entre las secuencias ensayadas. Los procedimientos para determinar la identidad de secuencia estan codifi-
cados en programas informéticos disponibles piblicamente que determinan la identidad de secuencia entre secuencias
dadas. Los ejemplos de dichos programas incluyen, pero sin limitacién, el paquete de programas GCG (Devereux, J.
y col., Nucleic Acids Research, 12 (1): 387 (1984)), BLASTP, BLASTN y FASTA (Altschul, S. F. y col., J. Molec.
Biol., 215: 403-410 (1990). El programa BLASTX esta disponible publicamente en el NCBI y otras fuentes (BLAST
Manual, Altschul, S. y col.,, NCVI NLM NIH Bethesda, MD 20894, Altschul, S. F. y col., J. Molec. Biol., 215: 403-
410 (1990)). Estos programas alinean éptimamente secuencias usando pesos de huecos por defecto para producir el
mayor nivel de identidad de secuencia entre las secuencias dada y de referencia. Como ilustracién, por un polinu-
cleétido que tiene una secuencia de nucledtidos que tiene una “identidad de secuencia” de al menos, por ejemplo, el
95% con una secuencia de nucleétidos de referencia se entiende que la secuencia de nucleétidos del polinucleétido
dado es idéntica a la secuencia de referencia excepto por que la secuencia polinucleotidica dada puede incluir hasta
5 mutaciones puntuales por cada 100 nucledtidos de la secuencia de nucleétidos de referencia. En otras palabras, en
un polinucledtido que tiene una secuencia de nucleétidos que tiene una identidad de al menos el 95% respecto a la
secuencia de nucledtidos de referencia, hasta el 5% de los nucleétidos en la secuencia de referencia pueden dele-
cionarse o sustituirse con otro nucledtido, o un ndmero de nucleétidos de hasta el 5% de los nucle6tidos totales en la
secuencia de referencia pueden insertarse en la secuencia de referencia. Estas mutaciones de la secuencia de referencia
pueden aparecer en las posiciones terminales 5’ 0 3’ de la secuencia de nucle6tidos de referencia, o en cualquier parte
entre esas posiciones terminales, intercaladas individualmente entre los nucledtidos de la secuencia de referencia o
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en uno o mas grupos contiguos dentro de la secuencia de referencia. De forma andloga, por un polipéptido que tiene
una secuencia de aminodcidos dada que tiene, por ejemplo, una identidad de secuencia de al menos el 95% con una
secuencia de aminodcidos de referencia, se entiende que la secuencia de aminodcidos dada del polipéptido es idéntica
a la secuencia de referencia excepto por que la secuencia polipeptidica dada puede incluir hasta 5 modificaciones de
aminodcidos por cada 100 aminodcidos de la secuencia de aminodcidos de referencia. En otras palabras, para obte-
ner una secuencia polipeptidica dada que tenga una identidad de secuencia de al menos el 95% con una secuencia
de aminoécidos de referencia, hasta el 5% de los restos aminoacidicos en la secuencia de referencia pueden dele-
cionarse o sustituirse con otro aminoacido, o un nimero de aminodcidos de hasta el 5% del ndmero total de restos
aminoacidicos en la secuencia de referencia pueden insertarse en la secuencia de referencia. Estas modificaciones
de la secuencia de referencia pueden aparecer en las posiciones amino o carboxi terminales de la secuencia de ami-
noécidos de referencia, o en cualquier parte entre esas posiciones terminales, intercaladas individualmente entre los
restos de la secuencia de referencia o en el uno o mas grupos contiguos dentro de la secuencia de referencia. Prefe-
rentemente, las posiciones de restos que no son idénticos difieren en sustituciones de aminoacidos conservativas. Sin
embargo, las sustituciones conservativas no se incluyen como un emparejamiento cuando se determina la identidad de
secuencia.

De forma similar, la “homologia de secuencia”, como se usa en el presente documento, también se refiere a un
procedimiento para determinar el grado de relacién de dos secuencias. Para determinar la homologia de secuencia, dos
0 més secuencias se alinean dptimamente como se ha descrito anteriormente y se introducen huecos si es necesario.
Sin embargo, al contrario que la “identidad de secuencia”, se cuentan las sustituciones de aminodcidos conservativas
como emparejamiento cuando se determina la homologia de secuencia. En otras palabras, para obtener un polipéptido
o polinucleétido que tenga una homologia de secuencia del 95% con una secuencia de referencia, el 95% de los restos
aminoacidicos o nucleétidos en la secuencia de referencia deben coincidir, o comprender una sustitucion conservativa,
con otro aminodcido o nucledtido, o un nimero de aminoacidos o nucleétidos de hasta el 5% de los restos aminoaci-
dicos o nucleétidos totales, sin incluir sustituciones conservativas, en la secuencia de referencia pueden insertarse en
la secuencia de referencia.

Una “sustitucién conservativa” se refiere a la sustitucién de un resto aminoacidico o nucleétido con otro resto
aminoacidico o nucleétido que tiene caracteristicas similares o propiedades que incluyen tamafio, hidrofobicidad, etc.,
de modo que la funcionalidad global no cambia significativamente.

El término “aislado” significa alterado “por la mano del hombre” de su estado natural, es decir, si aparece en la
naturaleza, se ha modificado o retirado de su entorno original, o ambos. Por ejemplo, un polinucleétido o polipép-
tido presente de forma natural en un organismo vivo no estd “aislado”, pero el mismo polinucleétido o polipéptido
separado de los materiales coexistentes de su estado natural estd “aislado”, segin se emplea el término en el presente
documento.

Preferentemente, las secuencias que comparten una homologia de secuencia de al menos aproximadamente el 75%,
mads preferentemente de al menos aproximadamente el 85%, alin mds preferentemente de al menos aproximadamente
el 90% y, mas preferentemente, de al menos aproximadamente el 95% con la SEC ID N°: 1, son eficaces para conferir
inmunidad a animales vacunados con virus atenuados que contienen dichas secuencias homoélogas. Como alternativa,
las secuencias que comparten una identidad de secuencia de al menos aproximadamente el 65%, mas preferentemente
de al menos aproximadamente el 75%, ain mds preferentemente de al menos aproximadamente el 85% y, mds prefe-
rentemente, de al menos aproximadamente el 95% con la SEC ID N°: 1, también son eficaces para conferir inmunidad
a animales vacunados con virus atenuados que contienen dichas secuencias idénticas.

Descripcion detallada de la realizacion preferida

Los ejemplos siguientes exponen realizaciones preferidas de la presente invencién. Sin embargo, debe entenderse
que estos ejemplos se proporcionan a modo de ilustracién y que nada en los mismos debe tomarse como una limitacién
del ambito global de la invencién.

Ejemplo I
Materiales y Procedimientos

Este ejemplo describe un procedimiento de pase para atenuar virus que maximiza la eficacia de atenuacién asegu-
rando que el virus esté preferentemente en una fase de replicacion logaritmica. El virus se paso (es decir, una alicuota
de medio nutritivo que incluia el virus, células no unidas y residuos celulares de un cultivo celular infectado por vi-
rus se afiadié al medio nutritivo de un cultivo no infectado) a intervalos diarios. Se afiadieron diferentes cantidades
de virus a cada intervalo usando mdltiples cultivos. Por ejemplo, al principio, se transfirieron 200 ul a un cultivo no
infectado, se afiadieron 20 ul a un segundo cultivo no infectado y 2 ul a un tercer cultivo no infectado. El objetivo
era tener una cantidad suficiente de células susceptibles de modo que los ciclos de replicacién pudieran continuar
hasta la transferencia siguiente. El procedimiento se consideraba exitoso si las células mostraban finalmente ECP. Sin
embargo, debido a que el ECP inducido por VSRRP no aparece hasta cierto tiempo después de la fase de crecimiento
logaritmica, los pases se realizaron antes de que se supiera si serfan o no finalmente exitosos (“pases a ciegas”). Se
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decia que los pases que daban como resultado ECP inducido por virus habfan dado como resultado una “toma”. Si
un pase no daba como resultado una toma, el pase se reiniciaba la mayor dilucién del dltimo pase que daba como
resultado una toma. A medida que se realizaban mds y mds pases, el virus se adaptaba mas a replicarse en la linea
celular y era menos capaz de producir sintomas de enfermedad en su huésped original. Estos cambios se producen por
mutaciones aleatorias que se producen durante la replicacion.

Usando este procedimiento, se usaron los procedimientos siguientes para pasar un virus ejemplar de acuerdo con la
presente invencion, VSM, JA-142. Esta cepa se pasé en cultivos celulares MARC-145 a intervalos diarios. Se usaron
placas de veinticuatro pocillos para el procedimiento para minimizar la cantidad de células y de medio nutritivo nece-
saria y para simplificar la técnica de pase de multiples alicuotas. Se afiadieron células y medio nutritivo a cada pocillo
y se dejo que las células formaran o casi formaran (més de aproximadamente el 70%) una monocapa confluente. El
medio nutritivo comprendia medio esencial minimo (MEM) de solucién salina equilibrada de Earle a aproximadamen-
te el 90%, suero fetal de ternera al 10% y 0,05 mg/ml de sulfato de gentamicina. El volumen de medio nutritivo usado
era de aproximadamente 1 ml. Habitualmente se usaron tres pocillos de una columna para cada cantidad de virus que
se transfiri6. Una alicuota de medio nutritivo del pase anterior se transfirié al primer pocillo de la columna a las 48 6
72 horas, después de que se hubieran preparado los cultivos celulares, medio nutritivo del primer pocillo se transfirié
al segundo pocillo de la misma columna a las 72 6 96 horas y al tercer pocillo de la misma columna a las 96 6 120
horas. Las placas se preparaban habitualmente dos veces por semana, de modo que a veces se usaba el cuarto pocillo
de la columna y a veces no se usaba. Las condiciones de pase se mantuvieron a 37°C en una atmdsfera hiimeda que
contenia CO, al 5%.

Se ensayaron alicuotas de diferentes tamafios (que tenian diferentes cantidades de virus) para cada pase para deter-
minar si la cantidad de virus era suficiente para inducir el ECP. Por ejemplo, se us6 una serie distinta de transferencias
de alicuotas (pases) de 200 ul, 20 ul y 2 ul, respectivamente, hasta que las alicuotas mds pequefas presentaban sis-
tematicamente ECP, siendo el objetivo transferir la alicuota mas pequefia que producia ECP. Cuando la alicuota mas
pequefia (por ejemplo, de 2 ul) del grupo de alicuotas que se estaba ensayando daba como resultado sistematicamente
ECP, se ensayaban cantidades menores (por ejemplo, de 0,2 ul y 0,02 ul). Cuando una dilucién determinada no pre-
sentaba ECP, esa serie de cultivos se reiniciaba con la siguiente menor cantidad que daba como resultado ECP a ese
pase (es decir, si la transferencia de 2 ul no tenia éxito produciendo ECP en el pase 25 pero la transferencia de 20 pl
en el pase 25 tenia éxito, la transferencia de 2 ul se repetia usando 20 ul, reanudando las transferencias de 2 ul para el
pase 26).

Usando este procedimiento, se determinaba la menor cantidad de virus que era necesario transferir para obtener
ECP. El virus se pasaba con éxito a intervalos diarios usando las cantidades siguientes de medio nutritivo infectado
por virus (que reflejan la mayor dilucién [es decir, la alicuota mas pequefia] que daba como resultado ECP, teniendo
presente que también funcionarian otras diluciones):

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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Numero de Pase Cantidad Transferida
3-21 200 pl
22,23 20 pl
24-41 200 pl
42-83 20/200 pl (con alternancia)
84-90 20 ul
91-112 2 ug
113 0,2 ul
114-116 2ul
117 0,2 ul
118-120 2ul
121 0,2 ul
122-124 2ul
125-167 0,2 ul
168 0,02 ul
169-171 0,2 ul
172 0,02 ul
173-175 0,2 ul
176 0,02 ul
177-179 0,2 ul
180 0,02 ul
181-183 0,2 ul
184 0,02 ul
185-187 ul

188 0,02 ul
189-191 0,2 ul
192 0,02 ul
193-195 0,2 ul
196 0,02 ul
197 0,2 ul

Resultados y Discusion

El pase de los virus usando el procedimiento anterior daba como resultado un VSRRP atenuado, JA-142. Como
es evidente, el virus se adaptaba mas a replicarse en el cultivo celular y por lo tanto requeria que se transfiriera una
menor cantidad de medio nutritivo infectado por virus a medida que continuaban los pases. Para transferencias usando
una cantidad muy pequefia de medio nutritivo infectado por virus (por ejemplo, de 0,2 ul o 0,02 ul) era necesaria una
dilucién distinta. Esta dilucion se efectuaba afiadiendo una pequena cantidad de medio nutritivo infectado por virus
a una mayor cantidad de medio nutritivo. Por ejemplo, para obtener una transferencia de 0,2 ul, se afiadian 2 ul de
medio nutritivo infectado por virus a 20 ul a medio nutritivo y se afladian 2 ul de esta dilucién al siguiente cultivo
en la serie. Usando esta estrategia, se usaba la mayor dilucién que daba como resultado un ECP y se minimizaba el
tiempo necesario para pasar el virus. El pase a intervalos diarios aseguraba que el virus estaba siempre en una fase de
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replicacién logaritmica. La transferencia diaria también aseguraba que hubiera un nimero adecuado de células para la
replicacion del virus.

Debido a que las mutaciones (que probablemente son acumulativas) que probablemente dan como resultado la
atenuacion solo se producen durante la replicacion, no supone una ventaja tener sustancialmente todas las células
infectadas ni que la replicacién se desarrolle a una velocidad mas lenta o se detenga antes de la siguiente transferencia.
Basandose en estudios previos del VSRRP, se sabia que el ciclo de replicacion es de aproximadamente 8 horas, por lo
tanto, transferir una cantidad minima de virus de medio nutritivo infectado por virus a medio nutritivo no infectado a
intervalos diarios da como resultado que el virus tenga siempre muchas células en las que replicarse.

Como puede apreciarse facilmente, el pase usando este procedimiento da como resultado ahorros de tiempo que
hasta ahora se crefan imposibles (es decir, cada pase requeria menos tiempo). Esto es especialmente importante cuando
son necesarios un alto ndmero de pases para una atenuacion viral adecuada. Si cada pase, usando los procedimientos
antiguos, se realizaba a un intervalo de 3 dias, un procedimiento que requiera 200 pases llevaria 400 dias menos usando
el procedimiento de la presente invencion.

Ejemplo 2
Materiales y Procedimientos

Este ejemplo determinaba si el pase 200 del virus SRRP, JA-142, revertiria a virulento cuando se pasase en el
animal huésped seis veces. Este estudio estaba constituido por seis grupos. Cinco cerdos del grupo 1 (grupo principal)
se inocularon por via intranasal con VSM de SRRP, JA-142 pase 200, mientras que tres cerdos del grupos 1A (grupo
de control) se inocularon por via intranasal con diluyente estéril. A los animales se les suministré pienso comercial
y agua ad libitum durante todo el estudio. Los cerdos de ambos grupos de tratamiento se controlaron diariamente
para determinar los signos clinicos (aspecto, signos respiratorios, heces, etc.). Después de seis dias, los animales se
pesaron, se les extrajo sangre y se sacrificaron. Después de puntuar los pulmones para las lesiones, se recogieron
lavados pulmonares de cada animal. Los lavados pulmonares se congelaron y se descongelaron una vez, y se prepard
una combinacién usando 2,0 ml de suero y 2,0 ml de lavado pulmonar de cada animal dentro de un grupo para preparar
los Retropases 1 y 1A, respectivamente. Esta combinacion se usé para exponer (por via intranasal) a los animales del
grupo 2 y del grupo 2A, respectivamente. Este procedimiento se repitié para los grupos 3y 3A a 6 y 6A. Los animales
de cada grupo se alojaron por separado pero en condiciones idénticas.

Después de la inoculacién, se recogieron muestras de sangre y se controlaron las temperaturas corporales. Se
midieron las temperaturas rectales para cada animal periédicamente desde -1 DPE (dias post-exposiciéon) a 6 DPE
y se calcul6 el promedio junto con las temperaturas de otros animales del mismo grupo. El estado de salud de cada
animal se controld diariamente durante la duracién del estudio. Los resultados se recopilaron y se puntuaron en forma
de observacion diaria. Los pardmetros de puntuacion son los siguientes:

1. Aspecto

normal = 0; deprimido = 1; excitado = 2; comatoso/muerto = 30.
2. Respiracion

normal = 0; estornudos = 1; tos = 1; rdpida/lenta = 2; con dificultad = 3.
3. Heces

normales = 0; secas = 1; sueltas = 2; liquidas = 3.
4. Ojos

normales = 0; llorosos = 1; apagados = 2; hundidos = 3.
5. Orificios nasales

normales = 0; exudado seroso = 1; enrojecidos/inflamados = 2; dlceras con costras = 3.
6. Boca

normal = 0; balas = 2; ulceras = 3.
7. Actividad

NA
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8. Apetito
normal = 0; disminuido = 1; anoréxicos (ninguno= = 3.

9. Otros

Los animales también se pesaron antes de la inoculacién y en la necropsia. Se calcul6 el promedio del aumento de
peso para cada grupo para su comparacion. Se realizaron ensayos inmunoabsorbentes ligados a enzimas (ELISA) y
ensayos de neutralizacién de suero (NS) de SRRP después de las exposiciones de los animales a articulos de ensayo
y de control. Se realizaron intentos para aislar VSRRP de muestras de suero en células MA-104. Antes y después de
la vacunacion, se determinaron los recuentos de leucocitos totales usando un COULTER COUNTER MODEL 71,
Coulter Corp., Miami, FL. En la necropsia, se puntuaron los pulmones de cada animal. La puntuacién del pulmén
se realiz6 separando el pulmén en 7 secciones y determinando el porcentaje de implicacién pulmonar (el porcentaje
del drea pulmonar afectada como se muestra por lesiones o enrojecimiento para cada seccién y multiplicando por el
drea aproximada de pulmon total) del porcentaje de drea pulmonar total que abarca la seccidn. Los pardmetros para la

puntuacién pulmonar son los siguientes:

% de Implicacion del Lébulo Apical 1zquierdo

% de Implicacién del Lébulo Cardiaco Izquierdo

% de Implicacién del Lébulo Diafragmatico Izquierdo

% de Implicacién del Lébulo Apical Derecho

% de Implicacién del Lébulo Cardiaco Derecho

% de Implicacion del Lébulo Diafragmatico Derecho

% de Implicacién del Lébulo Intermedio del Pulmén Derecho
Total (Suma de los valores en la columna mas a la derecha)

Resultados y Discusion

Cada grupo de cerdos se control6 durante seis dias después de la vacunacién. Las puntuaciones clinicas eran bajas
en todos los grupos. Los resultados de las puntuaciones clinicas se proporcionan en la Tabla 1.

X X X X X X X

0,10
0,10
0,25
0,10
0,10
0,25
0,10

TABLA 1
Puntuaciones Clinicas Diarias
Tratamiento Grupo 1 Dia-1 |Dia 0|Dia 1|Dia 2|Dia 3|Dia 4|Dia 5|Dia 6|Promedio
N2 de Cerdo
JA-142 pase 545 0 0 2 0 0 0 0 0 0,25
200

551

561

565
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Puntuaciones Clinicas Diarias

806 0 0 0 0 0

Promedio 0 0 0,4 0 0 0,05
Solucién salina 550 0 0 0 0 0 0 0 0 0
568 0 0 0 0 0 0 0 0 0
801 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Promedio 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Tratamiento Grupo 2 Dia -1 |Dia O|Dia 1|Dia 2|Dia 3|Dia 4|Dia 5|Dia 6|Promedio
N2 de Cerdo

Retropase 1 546 0 0 0 0 0 0 0 0 0
553 0 0 0 0 0 0 0 0 0

562 0 0 0 0 0 1 0 0 0,125
572 0 0 0 0 0 0 0 0 0

573 0 0 0 0 2 0 0 0 0,25

Promedio 0 0 0 0 [04]02] O 0 0,075
Retropase 1 556 0 0 0 0 0 0 0 0 0
566 0 0 0 0 0 0 0 0 0
802 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Promedio 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Tratamiento Grupo 3 Dia -1 |Dia O|Dia 1|Dia 2|Dia 3|Dia 4|Dia 5|Dia 6|Promedio
N2 de Cerdo

Retropase 2 548 0 0 0 0 0 0 0 0 0
567 0 0 0 0 0 0 0 0 0

569 0 0 0 0 1 1 0 0 0,25
574 0 0 0 0 0 0 0 0 0
804 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Promedio 0 0 0 0 [02]02] 0 0 0,05
Retropase 2A 547 0 0 0 0 0 0 0 0 0

10
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Puntuaciones Clinicas Diarias

5564 0 0 0 0 0 0 0 0 0
805 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Promedio 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tratamiento Grupo 4 Dia -1 |Dia 0|Dia 1|Dia 2|Dia 3|Dia 4|Dia 5|Dia 6| Promedio
N2 de Cerdo
Retropase 3 549 0 0 0 0 0 0 0 0 0
554 0 0 0 0 0 0 0 0 0
563 0 0 0 0 0 0 0 0 0
570 0 0 0 0 0 0 0 0 0
803 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Promedio 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Retropase 3A 560 0 0 0 0 0 0 0 0 0
571 0 0 0 0 0 0 0 0 0
575 0 0 0 0 0 0 0 0
Promedio 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tratamiento Grupo 5 Dia -1 |Dia 0|Dia 1|Dia 2|Dia 3|Dia 4|Dia 5|Dia 6| Promedio
N2 de Cerdo
Retropase 4 1 0 2 0 0 2 0 2 2 1
2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 2 0 2 2 2 2 2 2 1,75
4 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Promedio 0,4 04)104(04/08]04/([08]0,8 0,55
Retropase 4A 6 0 0 0 0 0 0 0 0 0
7 0 0 2 2 2 2 2 2 1,5
8 0 0 0 0 0 0 0 | 00 90
Promedio 0 0,0810,48(0,48|0,56(0,48|0,56|0,56 0,4
Tratamiento Grupo 6 Dia -1 |Dia 0|Dia 1|Dia 2|Dia 3|Dia 4|Dia 5|Dia 6| Promedio
N2 de Cerdo

11




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2348 159 T3

Puntuaciones Clinicas Diarias

Retropase 5 10 0 0 0 0 2 0 0 2 0,5
12 0 0 0 2 2 0 0 2 0,75
14 0 0 0 0 0 0 0 0 0
15 2 2 2 0 0 0 0 0 1
16 2 2 2 0 0 1 1 2 1,25

Promedio 0,8 08[08104(108]02]02]1,6 0,7

Retropase 5A 9 0 0 0 0 0 0 0 0 0
11 2 2 0 0 0 0 0 0 0,5
13 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Promedio [0,666667| 0,56 | 0,16 | 0,08 0,16 [0,04]0,04 0,12 0,253333

No habia diferencias significativas entre grupos para las temperaturas rectales o los aumentos de peso diarios.
Todas las puntuaciones pulmonares eran negativas.

Serolégicamente, las proporciones de S/P de ELISA y titulos de NS eran negativos durante todo el periodo de
ensayo de cada grupo. Se intent6 el aislamiento de virus en todas las muestras de suero y lavados pulmonares. El
dia 6, el 60-100% de las muestras de suero de los grupos a los que se les administrd JA-142, pase 200, y retropases
posteriores eran positivos. Los grupos a los que se les administré solucién salina eran negativos. En los tres primeros
pases se recuperd virus en los lavados pulmonares de sélo el 20-40% de los cerdos, pero en los tltimos tres pases, el
virus se recuperd del 50-80% de los cerdos.

Basandose en estos datos, el JA-142 pase 200 no revertia a virulento cuando se pasaba por cerdos seis veces.

Ejemplo 3
Materiales y Procedimientos

Este ejemplo demostraba que el nivel de atenuacién de seguridad de VSM, JA-142, pase 200 no cambiaba sig-
nificativamente durante seis retropases en el animal huésped. La evaluacién del nivel de atenuacién o seguridad se
realiz6 usando el modelo de cerda gestante y controlando el efecto sobre el rendimiento reproductivo. Este modelo es
el sistema de ensayo mds sensible y no depende de factores subjetivos para el ensayo de la virulencia. Este ejemplo
estaba constituido por cuatro grupos (A, B, C y D) que tenian siete cerdas por grupo. El grupo A se inocul6 por via
intranasal con VSM de SRRP, JA-142 pase 200. El grupo B se inocul6 por via intranasal con JA-142 pase 200, re-
tropase 6. El grupo C se inocul6 por via intranasal con diluyente estéril, para que actuaran como controles normales.
El grupo D se inocul6 por via intranasal con VSRRP JA-142 pase 4. Los articulos de ensayo (exposicion a JA-142,
pase 4) se administraron a aproximadamente 93 dias de gestacién. Se controlaron las temperaturas corporales de las
cerdas durante los siete primeros dias después de la vacunacién. Se recogieron muestras de sangre de las cerdas una
vez por semana y en el momento del parto. Se recogieron muestras de sangre y se registraron los pesos de los lechones
al nacimiento, a los 7 y 14 dias de edad. El estado de salud de cada animal se controld diariamente durante la duracién
del estudio hasta y después del parto durante 14 dias. El rendimiento del parto se evalu6 observando el estado de salud
de los lechones nacidos.

Se realizaron ensayos de ELISA de SRRP después de las exposiciones de las cerdas al articulo de ensayo. También
se realizaron ensayos de ELISA de SRRP en los sueros de lechones semanalmente después del parto. Después de la
exposicion al articulo de ensayo, se realizaron intentos para aislar VSRRP de muestras de suero en células MA-104.
Se midieron las temperaturas rectales peridédicamente desde 0 dias post-vacunacion (DPV) a 7 DPV, y se determiné la
temperatura promedia de cada grupo. Antes y después de la inoculacién, se determinaron los recuentos de leucocitos
totales como en el Ejemplo 1. Se realizaron observaciones clinicas de las cerdas como en el Ejemplo 2, desde -1 DPV
hasta el parto. Se realizaron observaciones clinicas de los lechones desde el parto hasta los 14 dias de edad. Por dltimo,
en la necropsia se puntuaron los pulmones de cada lechén para determinar el porcentaje de implicacién pulmonar.

12
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Resultados

Los resultados de ELISA indican que los animales usados en el presente estudio no habian recibido una exposicién
previa a VSRRP. Los animales que recibieron inéculos de virus, los grupos A, B y D, presentaban seroconversién
a los 14 dias post-tratamiento. Tres cerdas del grupo B permanecian negativas a los 14 dias post-tratamiento. En el
momento del parto, las cerdas negativas del grupo B daban positivo en el ensayo para anticuerpos contra VSRRP.

Los resultados de ELISA de los cerdos indicaban que la mayoria de las muestras de lechones nacidos de las cerdas
del grupo A y del grupo B se tomaron después de que hubieran mamado. Esos cerdos que eran negativos a cero
dias post-parto (0 DPP) daban positivo en el ensayo a 7 DPP. Todos los cerdos nacidos de cerdas del grupo C eran
seronegativos en el ensayo durante todo el estudio. S6lo se ensayaron unos pocos cerdos del grupo D, puesto que la
mayoria eran mortinatos o estaban momificados. La mitad de esos cerdos que se ensayaron eran seropositivos. Esto
indicaba que se tomaron muestras de los cerdos seronegativos antes de que mamaran, o que no fueron capaces de
mamar. Todos los lechones nacidos de cerdas del grupo D murieron antes de 7 DPP. Los aislamientos de VSRRP de
las cerdas de los grupos A y B eran esporadicos. Aunque los resultados del ensayo de ELISA indicaban que estas
cerdas se inocularon con éxito con los articulos de ensayo virales, muchas permanecian negativas para aislamiento de
virus a partir de suero.

La mayoria de los cerdos nacidos de cerdas de los grupos A y B daban positivo en el ensayo para aislamiento de
virus durante la realizacion del estudio. La camada nacida de una cerda del grupo A nunca dio positivo en el ensayo y
en la camada nacida de una cerda del grupo B s6lo dos de ocho lechones dieron positivo en el ensayo para aislamiento
de virus. No se recuperé virus de los lechones nacidos de cerdas del grupo C. Se recuper6 virus de la mayoria (71%)
de los lechones nacidos de cerdas del grupo D.

Las temperaturas rectales post-tratamiento eran corrientes. Los grupos que se trataron con VSM, retropase 6 o
diluyente estéril no tuvieron mediciones que superasen los 38,72°C (101,7°F). El grupo D, tratado con JA-142, pase
4, tenia cuatro (de siete) cerdas que sufrieron temperaturas que superaban los 38,89°C (102°F), alcanzando una cerda
39,67°C (103,4°F) durante uno de los dias. El comportamiento de aumento de peso de los lechones nacidos de cerdas
de los grupos A (tratado con VSM) y B (tratados con VSM, retropase 6) era superior que el de los cerdos nacidos de
cerdas de control del grupo C. El promedio de aumento de peso para el periodo de observacion de 14 dfas era de 3,58
kg (7,9 1b). Para el grupo A era de 3,49 kg (7,7 1b); para el grupo B y el grupo C era de 3,13 kg (6,9 1b). La diferencia
en el aumento de peso no estaba relacionada con el tamafio de la camada restante a los 14 dias. Los tamafios de camada
promedios a los 14 dias post-parto (DPP) eran de 9 para el grupo A, 7 para el grupo B y 10 para el grupo C. Ningtin
cerdo nacido de las cerdas del grupo D sobrevivié mas alld de 3 DPP.

Los recuentos de leucocitos (WBC) para las cerdas de los grupos A, B y C permanecian relativamente constantes.
Los porcentajes promedios de los valores pre-exposicion eran equivalentes a o superiores al 92% durante la duracién
del periodo de observacion. Tres cerdas del grupo D tenian recuentos de WBC que eran inferiores al intervalo normal
esperado (7-20 x 10%/ml).

Las puntuaciones clinicas post-inoculacién eran corrientes para las cerdas de los grupos A y B. Se observé que
varias cerdas del grupo C experimentaban signos clinicos durante un periodo de varios dias. La mayoria de los sintomas
clinicos observados estaban en la categoria de apetito disminuido, sintomas respiratorios y depresion. Una cerda del
grupo C muri6 el dia 31 del ensayo de neumonia bacteriana crénica. Se observo que seis de las siete cerdas del grupo
D tenfan signos clinicos, principalmente de grados variables de gravedad, de pérdida de apetito, que variaban desde
disminuido hasta anoréxico. Los resultados de la puntuacion clinica se proporcionan en la Tabla 2.

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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ES 2348 159 T3

Las observaciones clinicas de los lechones se incluian en dos categorias principales, muerte y apetito reducido. No
habia diferencias significativas entre los grupos A, B y C en el drea del promedio de muertes por camada (MPC). El
grupo A tenia un promedio de 1,3 MPC, el grupo B tenia un promedio de 2,4 MPC, el grupo C tenia un promedio de
2,0 MPC y ningtin cerdo del grupo D sobrevivié mds alld de tres dias post-parto. Las puntuaciones clinicas para los
lechones se proporcionan en la Tabla 3.

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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Los resultados de rendimiento de parto proporcionaban las diferencias y similitudes mdas espectaculares entre los
diversos grupos de tratamiento. Puesto que los tratamientos no tendrian un efecto sobre el tamafio de las camadas, la
forma mads apropiada de comparar los resultados de partos seria usando valores de porcentaje. El grupo A tenia un
porcentaje promedio de vivos/nacidos del 85% (DT +/- 9,6). El grupo B tenia un porcentaje promedio de vivos/nacidos
del 89% (DT +/- 11,6). El grupo de control (grupo C) tenia un porcentaje promedio de vivos/nacidos del 83,4% (DT
+/- 7,9). Los porcentajes promedios para mortinatos para los grupos A, B y C eran del 8,8 (DT +/- 9,66), 6,6 (DT
+/-9,7) y 14 (DT +/- 11,39), respectivamente. Los porcentajes promedios de momificados nacidos de cerdas de los
grupos A, B y C eran del 6,1 (DT +/- 6,01), 3,9 (DT +/- 4,45) y 2,6 (DT +/- 4,01), respectivamente. Los porcentajes
promedios de vivos/nacidos, mortinatos y momificados nacidos de las cerdas del grupo D eran del 8,7 (DT +/- 8,92),
10,7 (DT +/- 11,39) y 81,9 (DT +/- 17,18), respectivamente.

Los resultados de este ejemplo demostraban la estabilidad del VSM, JA-142, pase 200, después de pasarse en el
animal huésped seis veces. No habia diferencias significativas entre el grupo de cerdas tratadas con el VSM (grupo A)
y las cerdas que se expusieron al virus del retropase 6 (grupo B) en las categorias de rendimiento de parto, leucopenia,
temperaturas rectales y observaciones clinicas de las cerdas o de los lechones. Ademas, los resultados en estas mismas
categorias para los grupos A y B eran comparables a los conseguidos por el grupo C, que se habia tratado con diluyente
estéril. Por tltimo, el rendimiento de las cerdas que se habian expuesto al virus parental virulento de VSM, JA-142,
pase 4, ilustraba claramente el nivel de atenuacién del VSM vy la ausencia de reversion a virulencia por el virus JA-
142 retropase 6.

Ejemplo 4
Materiales y Procedimientos

Este ejemplo evaluaba la seguridad y el nivel de atenuacién de administrar una concentracién 10X de VSM, JA-
142, pase 201. El estudio se realiz6 en el modelo de cerda gestante y se control6 el efecto de esta dosificacion sobre
el rendimiento reproductivo. El estudio estaba constituido por tres grupos, A, C y D. El grupo A se inocul6 por via
intranasal con VSM de SRRP, JA-142, pase 200. El grupo C se inocul6 por via intranasal con diluyente estéril para que
actuara como grupo de control normal. El grupo D se inocul6 por via intranasal con JA-142 pase 201 10X. Todas las
inoculaciones se administraron a aproximadamente 93 dias de gestacion. Se controlaron las temperaturas corporales
de las cerdas durante los primeros siete dfas después de la inoculacién (vacunacién). Se recogieron muestras de sangre
de las cerdas una vez por semana y en el momento del parto. Antes y después de la inoculacién, se determinaron
los recuentos de leucocitos totales como en el Ejemplo 2. El estado de salud de cada animal se control$ diariamente
durante la duracion del estudio hasta y después del parto durante 14 dias. Se realizaron observaciones clinicas de las
cerdas desde -1 DPV hasta el parto. El rendimiento del parto se evalud por observacion del estado de salud de los
lechones nacidos. Se realizaron ensayos de ELISA de VSRRP después de las exposiciones de las cerdas al articulo de
ensayo. Se realizaron intentos para aislar VSRRP de muestras de suero en células MA-104 después de la exposicién
al articulo de ensayo. Se realizaron observaciones clinicas de los lechones desde el parto hasta los 14 dias de edad.
Se recogieron muestras de sangre de los lechones al nacimiento, a los 7 y 14 dias de edad. Se realizaron ensayos de
ELISA de VSRRP en los sueros de lechones semanalmente después del parto. Los lechones también se pesaron al
nacimiento, el dia 7 post-parto y en la necropsia. En la necropsia, los pulmones de cada lechén se puntuaron para
determinar el porcentaje de implicacién pulmonar.

Resultados y Discusion

No habia diferencias significativas entre los grupos a los que se les administré una dosis 10X de VSM, JA-142,
pase 201, los grupos a los que se les administré una dosis normal de VSM, JA-142, pase 200, y los grupos a los que se
les administré diluyente estéril. Por lo tanto, basdndose en la seguridad y la atenuacién de VSM, JA-142, pase 200 y
en la ausencia de cualquier diferencia significativa en los resultados que comparan estos grupos, se demostré que una
dosis 10X de VSM , JA-142, pase 201 era segura, estaba atenuada y era eficaz para inducir anticuerpos contra VSRRP.

Ejemplo 5
Materiales y Procedimientos

Este ejemplo demostré que una dosis de vacuna minima de VSRRP, JA-142, pase 205 que representa VSM+5 es
eficaz en un modelo de exposicién respiratoria experimental en cerdos de engorde. Se dividieron los cerdos en tres
grupos. El grupo 1 se inoculé por via intramuscular con VSM de SRRP, JA-142 pase 205 a un titulo de 2,0 log/dosis.
El grupo 2 se inocul6 por via intramuscular con diluyente estéril. El grupo 3 actué como control normal. Los cerdos
de los grupos 1 y 2 se expusieron a un aislado de VSRRP con un patrén de RFLP de 144 a dia 28 post-vacunacion.
Se controlaron las temperaturas corporales de los cerdos durante los siete primeros dias después de la vacunacién y
diariamente después de la exposicién. Cada animal se pesé en la vacunacién, en la exposicion, semanalmente durante
todo el estudio y en la necropsia. Se recogieron muestras de sangre semanalmente después de la vacunacién y cada
dos dias después de la exposicidon. Se controld el estado de salud de cada animal diariamente durante la duracién
del estudio. En la necropsia, se sacrific cada animal y los pulmones se puntuaron para determinar el porcentaje de
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implicacién pulmonar como en el Ejemplo 2. Se realizaron ensayos de ELISA de VSRRP después de las exposiciones
de los cerdos a los articulos de ensayo y exposicion. Después de la exposicién a los articulos de ensayo, se realizaron
intentos para aislar VSRRP de muestras de suero en células MA-104. Se analizaron los resultados de aislamiento de
virus y ELISA usando un andlisis de y? que ensaya si el porcentaje de animales positivos es el mismo en cada grupo.
Se realizaron recuentos de leucocitos como en el Ejemplo 2.

Resultados y Discusion

A los cerdos del grupo 1 (cerdos vacunados) les fue mejor en todos los aspectos de este ejemplo de lo que les fue
a los cerdos del grupo 2 (cerdos a los que se administré diluyente estéril). Las puntuaciones clinicas, temperaturas
rectales y porcentaje de implicacién pulmonar eran todos superiores para los cerdos a los que se administr6 diluyente
estéril. Los recuentos de leucocitos y el aumento de peso eran inferiores para los cerdos que recibieron el diluyente
estéril. También habia una reduccién significativa de la viremia, que comenzaba el dia 4 post-exposicion en el grupo al
que se administré vacuna. Los dias 10 y 11 post-exposicidn, el nimero de animales positivos para viremia disminuy6
adicionalmente en el grupo vacunado, pero continuaba siendo el mismo en el grupo que recibié diluyente estéril.

Se usé un ELISA para controlar el estado seroldgico anti-VSRRP antes de y después de la vacunacién y de la
exposicion. Todos los cerdos eran negativos (proporcién S/P <0,4) en el momento de la vacunacion. Todos los cerdos,
incluyendo los vacunados, eran negativos a 7 DPV (dias post-vacunacion). Siete dias después, 21 de 22 cerdos vacuna-
dos dieron positivo en el ensayo para anticuerpo contra VSRRP. Dos cerdos del grupo 1 continuaron siendo negativos
durante el periodo pre-exposicion y presentaron seroconversion a los 8 dias post-exposiciéon (8 DPE). Todos los cerdos
del grupo 2 eran negativos a dia de ensayo 0 y continuaron siendo negativos durante todo el periodo de pre-exposicion.
El dia de ensayo 39 (8 DPE), 17 de los 22 cerdos expuestos no vacunados (Grupo 2) fueron seropositivos en el ensayo.
Todos los cerdos del grupo 3 (controles normales) continuaron siendo seronegativos durante todo el estudio.

Se realizaron aislamientos de virus a partir de sueros antes y después de la vacunacién. De los 22 cerdos vacunados,
17 eran positivos a 2 DPYV, 18 eran positivos a 4 DPV y 19 eran positivos a 7 DPV. Después de la vacunacién, no se
recuperd en absoluto virus de la vacuna de un cerdo, y no hasta 0 DPE de otro. Estos resultados se corresponden
con el estado seronegativo de estos cerdos durante el periodo de observacién post-vacunacién. En el momento de la
exposicion, el 55% de los cerdos vacunados eran positivos para viremia. Después de la exposicion, este porcentaje
aument6 hasta el 82% (a 2 DPE) y disminuy6 gradualmente hasta el 9% a 11 DPE. Todos los cerdos del grupo 2 eran
negativos a 0 DPE y aumentaban hasta un 82% de positivos a 2 DPE y 91% a 4 DPE. A 6 y 10 DPE, el grupo 2 era
aproximadamente el 82% positivo a virus y el 73% de este grupo era positivo a 11 DPE. Los controles normales, el
grupo 3, continuaron siendo negativos durante la duracién del estudio.

El control de la temperatura rectal mostraba un aumento de grupo global experimentado por el grupo 2. La mitad
de los cerdos de este grupo experimentaban un aumento de ~0,55°C (1°F) sobre el promedio pre-exposicién durante
2 o m4s dias durante el periodo de observacién de 11 dias. En comparacién, sélo cuatro de los 22 cerdos en el grupo
vacunado experimentaron temperaturas de ~0,55°C (1°F) sobre su promedio pre-exposicion. La duracién promedia
del periodo durante el que esos animales experimentaban temperaturas elevadas durante dos o mds dias era de 2,2 dias
para el grupo 1 y de 4 dias para el grupo 2. Ninguno de los cerdos del grupo 3 experimenté aumentos de ~0,55°C (1°F)
sobre su promedio pre-exposicion durante dos dias o mds tiempo.

Se control6 el aumento de peso durante el periodo de observacion de 11 dfas. Los cerdos del grupo 3 aumentaron
un promedio de 0,48 kg/dia (1,06 libras/dia), los cerdos del grupo 2 aumentaron un promedio de 0,43 kg/dia (0,94
libras/dia) y los cerdos del grupo 1 aumentaron un promedio de 0,24 kg/dia (0,53 libras/dia). Por lo tanto, los cerdos
expuestos no vacunados aumentaron sélo aproximadamente el 57% tanto peso como lo hicieron los cerdos expuestos
vacunados y sélo el 50% tanto peso como el grupo de control.

Se controlé la leucopenia (recuentos de leucocitos) durante el periodo de observacién post-exposicion. El grupo
3 experimentd una reduccién del 5% en el promedio de grupo el dia de ensayo 33 (2 DPE) en comparacién con
el promedio pre-exposicién. Para el grupo 2, los recuentos de leucocitos disminuyeron un promedio del 41% y no
volvieron a los niveles pre-exposicion hasta DPE. El grupo vacunado experiment6 una disminucién promedia de grupo
del 12% el dia de ensayo 34 (3 DPE). Los recuentos volvieron al nivel pre-exposicion al dia siguiente y continuaron
igual al nivel pre-exposicién durante la duracién del periodo de observacién.

Se realizaron observaciones clinicas diarias desde el dia de ensayo 28 (-4 DPE) al dia de ensayo 42 (11 DPE). Todos
los cerdos carecian de cualquier signo clinico observable durante el periodo pre-exposicién. El grupo 3 permanecia sin
ningtn signo clinico durante la duracién del periodo post-exposicién. Se observé que cinco de los cerdos del grupo 2
tenian signos clinicos post-exposicion. Estos signos se hicieron evidentes 6 DPE y no se consider6 que fueran graves.
Los cerdos vacunados tenian 1 sélo signo clinico observado durante el periodo de observacion post-exposicion de 11
dias.

A la finalizacién del estudio, los pulmones se evaluaron para las lesiones pulmonares observables. El grupo 3
tenfa pulmones normales y una puntuacién promedia de grupo de 0,02. Las puntuaciones de cerdos individuales
para el grupo 2 variaban desde un minimo de 33 hasta un maximo de 98 para un promedio de grupo de 78,33. Las
puntuaciones del grupo vacunado variaban desde 30 hasta un maximo de 90 con un promedio de grupo de 53,20.

34



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2348 159 T3

Los datos de este ejemplo demostraron la eficacia de una vacuna viral de SRRP atipico vivo modificado. La vacuna
se administré a una dosis minima de 2,0 log por dosis que contenia el quinto pase mds alld del VSM (JA-142, pase
205). La eficacia de la vacuna se demostré reduciendo significativamente el alcance de las lesiones pulmonares, la
gravedad de la leucopenia post-exposicion y la fiebre post-exposiciéon. Ademads, se mantuvo una tasa de crecimien-
to normal en cerdos vacunados/expuestos en comparacién con la conseguida por los cerdos de control normales, y
significativamente mejor que la conseguida por cerdos expuestos/no vacunados.

Ejemplo 6
Materiales y Procedimientos

Este ejemplo comparaba cuatro grupos, los grupos 1, 2 y 3, que tenian veinte cerdos cada uno, y el grupo 4, que
tenia 10 cerdos. El grupo 1 se inoculé por via intramuscular (IM) con VSM de SRRP, JA-142, pase 205, a un titulo
de aproximadamente 2,5 log/dosis. El grupo 2 se inoculé por via intranasal con VSM de SRRP, JA-142, pase 205, a
un titulo de aproximadamente 5,0 log/dosis. El grupo 3 se inocul6 IM con diluyente estéril. El grupo 4 actuaban como
controles estrictos. Los cerdos se expusieron a un aislado de VSRRP de la South Dakota State University (SDSU)
con un patrén de RFLP de 144 el dia 28 post-vacunacién. Se controlaron las temperaturas corporales de los cerdos
diariamente después de la exposicion. Cada animal se pesé en la vacunacion, en la exposicién, semanalmente durante
la duracién del estudio y en la necropsia. Se recogieron muestras de sangre semanalmente después de la vacunacién y
cada dos dias después de la exposicion. El estado de salud de cada animal se controlé diariamente durante la duracién
del estudio. A la finalizacién del estudio, los animales se sacrificaron y sus pulmones se puntuaron para determinar el
porcentaje de implicaciéon pulmonar.

Se realizaron ensayos de ELISA de VSRRP después de las exposiciones de los cerdos a los articulos de ensayo y
exposicion. También se realizaron intentos para aislar VSRRP a partir de muestras de suero en células MA-104 después
de la exposicién a los articulos de ensayo. Se determinaron los recuentos de WBC y las observaciones clinicas post-
inoculacién como en el Ejemplo 2.

Resultados y Discusion

A cero dias post-vacunacién (DPV), todos los cerdos de este ejemplo eran serolégicamente negativos para VSRRP,
como se indica por que tenfan una proporcién de S/P <0,4. A 14 DPV, el 70% de los cerdos del grupo 1 y el 95%
de los cerdos del grupo 2 dieron positivo en el ensayo para la presencia de anticuerpo anti-VSRRP. Sélo un cerdo
vacunado del grupo 1 continuaba siendo seronegativo durante todo el periodo de pre-exposicién. Este cerdo se volvid
seropositivo a los siete dias post-exposicion (DPE). Todos los cerdos de los grupos 3 y 4 continuaron siendo negativos
durante todo el periodo pre-exposicion. A nueve DPE, todos los cerdos del grupo 3, el grupo tratado con diluyente
estéril, dieron positivo en el ensayo por ELISA para anticuerpo contra VSRRP. Los controles normales, el grupo 4,
continuaron siendo negativos durante la duracién del estudio.

Los resultados de aislamiento de virus estaban bien correlacionados con los resultados seroldgicos. S6lo un cerdo
continuaba siendo negativo para el aislamiento de virus a partir de suero y esto correspondia al estado seronegativo
durante el periodo post-vacunacién. Estos resultados indican una relacién entre la viremia post-vacunacion y la con-
version seroldgica con la dosificacion de vacuna. El grupo 2 era el 100% seropositivo a 14 DPV en comparacién con
el 70% para el grupo 1. El grupo de alta dosis (grupo 2) era el 85% y el 90% positivo a viremia a 14 y 21 DPV,
respectivamente. En comparacion, el grupo de baja dosis (grupo 1) era el 55% y el 85% positivo para los mismos dias
de ensayo.

Después de la exposicion, el 89% de los animales del grupo 3 experimentaron temperaturas que eran ~0,55°C
(1°F) o mas superiores a los valores pre-exposicién durante dos o mas dias. En el grupo 1, el 75% de los animales
experimentaron temperaturas de un grado o mas superiores durante dos o mas dias. Mientras que sélo el 45% de los
animales del grupo 2 experiment6 temperaturas elevadas. En comparacion, el 30% de los animales del grupo de control
normal (grupo 4) experiment6 temperaturas elevadas durante dos o mds dias durante el periodo de observacion de 11
dias.

El tratamiento con la alta dosis de vacuna o la baja dosis de vacuna parecia no tener un efecto perjudicial sobre
el rendimiento del crecimiento durante el periodo post-vacunacién (-3 DPV a 28 DPV). El aumento de peso diario
promedio para los grupos 1 y 2 era de 0,35 kg/dia (0,77 1b/dia) y de 0,34 kg/dia (0,76 1b/dia), respectivamente. Para
una comparacién, los grupos 3 y 4 tenfan aumentos de peso diarios promedio de 0,35 kg (0,77 Ib) y 0,354 kg (0,78
Ib), respectivamente. Después de la exposicion, los grupos vacunados tenfan un aumento de peso diario promedio de
0,02 kg/dia (0,05 1b/dia) (grupo 1) y 0,07 kg/dia (0,15 1b/dia) (grupo 2) mds que el grupo tratado con diluyente estéril.
Los controles normales tenfan un promedio de 0,18 a 0,23 kg/dia (0,4 a 0,5 Ib/dfa) mas de aumento de peso diario que
los vacunados durante el mismo periodo de tiempo.

El ochenta y cuatro por ciento (16 de 19) del grupo 3, el grupo de tratamiento con diluyente estéril, experimentd
una disminucién del 25% o superior en su recuento de WBC durante uno o mas dias después de la exposiciéon. En
los controles normales, 3 de 10 (el 30%) habian experimentado disminuciones similares. Después de la exposicion, en
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los grupos vacunados, el de baja dosis (grupo 1) y el de alta dosis (grupo 2), 11 de 20 (55%) y 3 de 20 (15%) habian
experimentado una leucopenia del 25% durante uno o mas dias.

Las observaciones clinicas realizadas antes de la exposicidn indicaban que los cerdos estaban en buen estado de
salud. Después de la exposicion, el nivel de estado de salud no cambiaba significativamente para aquellos cerdos que
se expusieron (grupos 1, 2 y 3). La letargia, los signos respiratorios y la pérdida de apetito eran los signos clinicos
observados y estos se describieron como de gravedad leve. Los signos clinicos descritos para un cerdo del grupo 2
podian atribuirse a la neumonia bacteriana (véase la discusion a continuacién sobre lesiones pulmonares) que estaba
experimentando. El grupo de control normal (grupo 4), no tenia ningtin signo clinico observable durante el periodo de
observacion de 11 dias.

A la finalizacién del estudio, los cerdos se sacrificaron y los pulmones se observaron para lesiones tipo SRRP
para puntuar el grado de implicacién pulmonar. El porcentaje de implicacién se puntud para cada 16bulo, y después
se multiplicé por el porcentaje de pulmén representado por la capacidad pulmonar total. Por ejemplo, un 50% de
implicacién pulmonar para un Iébulo diafragmatico se multiplicaba después por 25% para que equivalga al 12,5%
de la capacidad pulmonar total. La puntuacién méaxima que podia obtenerse era de 100. La puntuacién pulmonar
promedia de grupo para los controles normales (grupo 4) era de cero. La puntuacién promedia de grupo para el grupo
de tratamiento con diluyente estéril (grupo 3) era de 70,08. Las puntuaciones promedias de grupos de tratamiento
vacunados eran de 48,83 para el grupo de baja dosis (grupo 1) y de 17,76 para el grupo de alta dosis (grupo 2). Se
observé que un cerdo tenfa una puntuacién pulmonar de 62,5, la mayor puntuacién dentro del grupo 2. Se describié
que las lesiones observadas en los pulmones de este cerdo estaban asociadas con neumonia bacteriana.

A partir de los resultados de este estudio, ambos niveles de dosificacién de la vacuna de VSM de SRRP atipico
reducian la gravedad de los signos clinicos asociados con la enfermedad respiratoria causada por el VSRRP. Una dosis
de campo completa se comportaba mejor que la dosis minima segin se indicé por la reduccién significativa de las
puntuaciones de lesiones pulmonares.

Ejemplo 7
Materiales y Procedimientos

Este ejemplo determind la secuencia del VSM, JA-142, del pase 201 atenuado, asi como la secuencia del pase 3
del virus del aislado de campo, JA-142. El aislado de virus atenuado se obtuvo de la reserva de semilla maestra que
representa el pase 201 en células de simio MA-104 de un aislado de VSRRP de cerdos afectados con SRRP.

El virus se cultivé en células 2621, una linea celular de rifion de mono, también denominada MA-104 y USU-
104 (Gravell y col., 181 Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 112-1-19 (1986), Collins y col., Isolation of Swine Infertility
and Respiratory Syndrome Virus (Isolate ATCC VR-2332) in North America and Experimental Reproduction of the
Disease in Gnotobiotic Pigs, 4 J. Vet. Diagn. Invest. 117-126 (1992)) (cuyos contenidos se incorporan por la presente
por referencia). Las células se cultivaron en 50 ml de medio MEM de Eagle modificado por Dulbecco (Life Techno-
logies, Inc., Gaithersburg, MD), complementado con suero fetal de ternera al 10% y gentamicina 50 ug/ml (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO) en una atmésfera de CO, al 5% humidificada a 37°C en matraces de cultivo de tejidos
de plastico de 75 cm?. Las células se mantuvieron por pase a intervalos de 5-7 dias. Las células se desprendieron de la
superficie con tripsina-verseno y se dividieron 1:4. Para infectar las células, se decantaron los medios y se afiadié 1 ml
de sobrenadante de células que contenia virus a un titulo de aproximadamente 10°-10° dosis infecciosas en cultivo de
tejidos (DICTs,) durante 30 min. Se ahadieron treinta ml de medio recién preparado que contenia suero fetal de ternera
al 4%. Las células se incubaron como se ha descrito anteriormente durante 5 dias, momento en el que era evidente
un efecto citopético en el cultivo. Se centrifugd el medio de cultivo que contenia virus a 2000 rpm en una centrifuga
Beckman TJ6 para sedimentar el residuo celular.

Se purific6 ARN gendémico viral afladiendo 1120 ul de tampén AVL preparado (kit de aislamiento de ARN Viral
QIAamp) (QIAGEN, Inc. Valencia, CA)/ARN transportador a una muestra de 280 ul de medio de cultivo que contenia
virus. La mezcla se agit6 vorticialmente y se incub6 a temperatura ambiente durante 10 min. Se afiadieron 1120 ul de
etanol y la mezcla se invirtié varias veces. Se absorbié ARN a la matriz de una columna de centrifugacién QIAamp
por centrifugacién repetida de alicuotas de 630 ul a 6.000 x g durante 1 min. La columna se lavé con 500 ul de
tamp6n AW vy se centrifugd para eliminar todo rastro de solucién de lavado. El ARN se eluy6 de la columna con 60
(1 de agua tratada con dietilpirocarbonato a temperatura ambiente. E1 ARN purificado se almacené a -70°C o se usé
inmediatamente para la sintesis de ADNc.

Para la sintesis de ADNc, se calenté ARN viral a 67°C durante 7 min, se cebd con hexameros aleatorios o cebadores
especificos de VSRRP y se realiz6 una transcripcién inversa con la transcriptasa inversa Superscript II RNasa H- (RT)
(Life Technologies, Inc.). Las reacciones contenian MgCl, 5 mM, tampdn convencional II 1X (Perkin Elmer Corp.
Wellesley, MA), | mM de cada uno de dATP, dCTP, dGTP y dTTP, 1 unidad/ul de inhibidor de ARNasa, 2 unidades
de RT y 1 ul de ARN en una reaccién de 40 pl. Las mezclas de reaccion se incubaron durante 15 min a 42°C, durante
5 min a 99°C y durante 5 min a 5°C.
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Se realizé una reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) a los fragmentos de ADN obtenidos para secuenciacion
de la forma siguiente: porciones de 10 ul de una mezcla de reacciéon de ADNc se combinaron con los reactivos
siguientes, dando como resultado una reaccién de 25 ul que contenia MgCl, 2 mM, tampén convencional II 1X
(Perkin Elmer), 0,2 mM de cada uno de dATP, dCTP, dGTP y dTTP, 0,3 uM de cebador especifico de VSRRP 5’y 3’ y
0,375 unidades de Taq polimerasa AmpliTaq (Perkin Elmer). Se prepararon las reacciones por calentamiento durante
4 min a 93°C en un termociclador, después 35 ciclos constituidos por 50-59°C durante 30 s, 72°C durante 30-60 s y
94°C durante 30 s. Los tiempos y temperaturas especificos variaban dependiendo de las temperaturas de hibridacién
de los cebadores en cada reaccidn, y de la longitud esperada del producto amplificado. Se realiz6 una incubacioén final
durante 10 min a 72°C y las reacciones se pusieron a 4°C. Se purificaron los productos de PCR con un kit Microcon
100 (Amicon, Bedford, MA).

Se realizé una PCR de amplificacién rapida de extremos de ADNc (RACE) para obtener la secuencia terminal
del extremo 5° del ARN gendmico, basdndose en el procedimiento de Frohman, MA., On Beyond Classic RACE
(Rapid Amplification of cDNA Ends), 4 PCR Methods and Applications S40-S58 (1994) (cuyo contenido se incorpora
por la presente por referencia). Se aislé el ARN viral y se convirtié6 en ADNc como se ha descrito anteriormente,
con hexdmeros aleatorios como cebadores. Se purificaron los productos de reaccién en una columna Microcon 100
(Amicon). Se afiadi6 una cola poli(dA) al extremo 3’ por incubacién de 10 ul de ADNc en un volumen de 20 ul que
contenfa tamp6n 4 1X (New England Biolabs, Beverly, MA), CoCl, 2,5 mM, dATP 0,5 mM y 2 unidades de transferasa
terminal (New England Biolabs), durante 15 min a 37°C. La reaccién se interrumpi6 por calentamiento durante 5 min
a 65°C y después se diluy6 hasta 200 ul con agua.

Se realiz6 una PCR usando el Sistema de PCR de Moldes de Gran Tamaifio Expand® (Boehringer Mannheim, Mann-
heim, Alemania) en un volumen de reaccién de 50 ul que contenia 10 ul de ADNc con cola poli(dA) diluido, tampén
31X, 0,35 mM de cada uno de dATP, dCTP, dGTP y dTTP, MgCl, 0,625 mM, cebador Q, 0,04 uM (Frohman, 1994),
cebador Q, 0,3 uM (Frohman, 1994), 5’-CGCCCTAATTGAATAGGTGAC-3’ 0,3 uM y 0,75 ul de mezcla enzimatica.
Las reacciones se calentaron a 93°C durante 2 min en un termociclador y se sometieron a 25 ciclos, estando cada ciclo
constituido por 93°C durante 10 s, 63°C durante 30 s y 68°C durante 12 min. Después de 25 ciclos, la reaccion se
incubd a 68°C durante 7 min y se mantuvo a 4°C. Se diluy6 una alicuota de la reaccién 100 veces y se anadieron 5
w1 de producto diluido a una segunda reaccién de PCR que contenia, en 50 ul, tampén 1 1X, 0,35 mM de cada uno
de dATP, dCTP, dGTP y dTTP, cebador Qi 0,3 uM (Frohman, 1994), 5’-CCTTCGGCAGGCGGGGAGTAGTGTTT
GAGGTGCTCAGC-3’ 0,63 uM y 0,75 ul de mezcla enzimatica. Las reacciones se calentaron a 93°C durante 2 min
en un termociclador y se sometieron a 25 ciclos, estando cada ciclo constituido por 93°C durante 10 s, 63°C durante
30 s y 68°C durante 4 min. Después de 25 ciclos, la reaccién se incubé a 68°C durante 7 min y se mantuvo a 4°C.
Los productos de reaccién se sometieron a electroforesis en un gel de agarosa al 1% y la banda de aproximadamente
1500 pb se purific6 usando el kit de purificacion en gel QIAgen QXII. E1 ADN eluido se clon6 en el vector pPGEM-T
(Promega, Madison, WI) usando procedimientos convencionales. Se aislaron clones individuales y se cultivaron para
el aislamiento del ADN plasmidico usando kits de aislamiento de plasmidos de QIAgen.

Se combinaron productos de PCR y ADN plasmidico con cebadores apropiados basados en secuencias de VSRRP
relacionadas en Genbank o derivados de secuencias conocidas, y se sometieron a reacciones de secuenciacién automa-
ticas con kits de secuenciacién ciclica con terminadores Taq DyeDeoxy (Applied Biosystems, Foster City, CA) y un
Termociclador PR 2400 (Perkin Elmer) en el University of Minnesota Advanced Genetic Analysis Center. Las reac-
ciones se sometieron a electroforesis en un secuenciador de ADN Applied Biosystems 3700. La lectura automadtica de
nucledtidos y la correccién de errores de secuencias se realizaron principalmente con el programa Phred (University
of Washington Genome Center) y el ensamblaje de fragmentos se realizé principalmente con el programa Phrap (Uni-
versity of Washington Genome Center). Se usé un programa informadtico adicional que incluia el paquete Lasergene
(DNASTAR Inc., Madison, WI), el paquete Wisconsin version 9.1 (Genetics Computer Group, Madison, WI) y EuGe-
ne (Molecular Biology Information Resource, Houston, TX) para analizar la secuencia. La secuencia gendmica viral
final se ensambl¢ a partir de aproximadamente 100 reacciones de PCR y 428 reacciones de secuenciacién de ADN.

Resultados
Los resultados del Ejemplo 7 se proporcionan como SEC ID N° 1 y 2 en las que la SEC ID N°: 1 representa la

secuencia del pase 201 del Virus de Semilla Maestra, JA 142, y la SEC ID N°: 2 representa la secuencia del virus
virulento aislado de campo, JA 142, después de tres pases.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de pases multiples para atenuar un virus del sindrome respiratorio y reproductivo porcino
(SRRP) capaz de inducir un efecto citopético, que incluye las etapas de replicar sucesivamente dicho virus por inocu-
lacién y replicacion del virus en cultivos celulares individuales hasta que se consiga su atenuacion,

caracterizado porque cada etapa sucesiva de inoculacién y replicaciéon comprende

(1) retirar una muestra que contiene virus del cultivo celular mientras que el virus se estd replicando a una
velocidad logaritmica y antes de la induccion de efectos citopaticos en el cultivo celular,

(2) inocular el cultivo celular siguiente con una alicuota de dicha muestra, de modo que se usa la alicuota
mds pequefla que mantiene la infeccién y la replicacién logaritmica, y de modo que sélo se transfieren
pequeiias cantidades de virus de un pase a otro,

(3) conservar cada cultivo celular del que se ha retirado una muestra (de acuerdo con la etapa 1)) después de
la etapa de retirada, y

(4) observar si se produce induccién de un efecto citopatico en cada uno de dichos cultivos celulares conser-
vados.

2. El procedimiento de la reivindicacién 1, produciéndose dicha etapa de retirada aproximadamente 24 horas
después de la inoculacion de dichos cultivos celulares.

3. El procedimiento de la reivindicacién 1, comprendiendo dicho cultivo celular una monocapa de células que
tienen una confluencia superior a aproximadamente el 70%.

4. El procedimiento de la reivindicacion 1, que comprende ademads la etapa de ensayar periddicamente dicho virus
progenie para determinar su atenuacion.

5. El procedimiento de la reivindicacién 1, que incluye ademds la etapa de proporcionar un exceso de células
inicialmente no infectadas para asegurar que dicho virus pueda replicarse a una velocidad logaritmica.

6. El procedimiento de la reivindicacién 1, en el que cada una de las inoculaciones sucesivas que implican el pase
antes de que se observe un efecto citopdtico se lleva a cabo después de que se observe el efecto citopético en un cultivo
celular previamente inoculado, siendo dicho cultivo celular previamente inoculado un cultivo parental de las células
de las que se retira una alicuota para su pase.
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2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
24860
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2540
3000
3060
3120
3180
32490
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
33960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ccattccgag
gtcgaccecyg
cttggtgtayg
tcgggaggag
atgcttgctg
tggtgcacta
tcgtgcatct
cttcaggaaa
ttgagttgta
ccocttacct
ctcacecatte
accgtggetgt
gttacccccet
accgcaccag
gtgctgttta
ccetcactga
atcgatggga
gtttoegggg
getgactgee
actggccgceg
ttcgeocttcet
gagcecttgtcg
tetgygccagt
ggacctaagyg
gaggtacctt
tccaccgtcee
acgccctegg
cggagtgttt
grrcrgatga
tacagcecttyg
ttgcaggcag
tcaccagtce
tttaagtacc
ttcttgegat
aatcatgagt
cttacgaaat
ggccagttca
caggttgata
ccccaactet
ttcgacctaa
gecgggteca
ccegbgecta
gaggatcgtt
ggtggaaaga
gtccatgata
cctgagaagyg
gcecLecceat
tgggaagctg
ctgacageca
aaggagcagt
tggttattac
gacctgtgaa
aacacccggt
cgcttataga
ggccgggaaa

ctccettett
acacttttac
gggactitgce
geoogeacct
gagtttatgt
acccatreoge
cccaacatgg
ttgccctagt
aggctgatat
ggttgectctg
tatggttggt
tattggttgce
atgatattca
atgggactta
cceoogtcotea
acaccgtcaa
aaattaagtg
teggctttaa
cgaattggeca
cctattggcet
gcttcaccgce
gcgttcacac
tttgecaatgt
tcccgoteogyg
Cagatctttyg
aacttctgtg
ttgetgttgg
tctectttgg
tcaggcttcet
gtgcagegac
taatgaatctt
cagtgattge
gctgeetgca
actttgecga
cgctgactgg
ggactgattt
tegaggctge
aggrtcgagg
cgococggtga
aggttggtag
aaatgaccgt
tcoecottee
tgaataagaa
aatatcagaa
acacagacgc
gaactctgtg
ctggcaagaa
cgaagctttce
aagaagtgga
gtttaaactyg
tgagacagcg
tttaaaagtg
tgcaagaccyg
cgtcttaate
cactgggatc
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tcccacegga
tacagetcte
ccaactgaat
cattgcetgece
aactgcagtg
cgtecoctgyge
ccttaccetg
cgttttgate
gctgtygcgte
tgtgtttecet
gtttttetrg
tctttggctt
ccattacacce
cttggceoger
gcttgggtcoc
tgtggtcggg
cgtgactgec
tcaaatgett
aggggcetgct
gacatcctet
gtgcggegat
aggatcaaac
ggcacecatc
tgatgtgaag
cgccttgett
tgtgttttte
gtrttcttate
aatgtttgtg
aacagcagct
cggttttgte
aagtacctat
gtgtggtgtt
caatgtectt
ggggaaattg
tgcccteget
taagtgtttt
ctatgctaaa
tactttggce
cattgttgtt
caccaagcat
ggcgcgtgte
accgaaagtt
gaagaggcgc
attttgggac
gtgggagtgc
cgggcatact
attcctggte
cgtggaacag
gaaactgaaa
ctagcegeca
gtaaaaatag
gccagrgagg
gttgatggty
tecggegctyg
gatggcacgc

gtgaaggttg
cggteotggtt
ggattaaaaa
ctgcatgttyg
gggtcttgeg
tacggaccty
ccottgacayg
ttcgtttcea
ttacctgceaa
tgctggttge
atgtctgtaa
ctaggcocgtt
aatggcecceco
gtccgoogeg
ctrottgagy
tcoctecatgyg
gcacatgtcc
gactttgatg
cctaagaccc
ggcgtogaac
tcecgggtece
aaacaaggag
aagctgageg
gttggecagcece
gctgecaaac
ctcctgtgga
ttgaatgagyg
ctatcettgge
cttaacagga
gcagatctgg
gccttectyge
gtgcacctce
gttggcgaty
agggaagggy
atgagactta
gtttetgeat
gcacttagaa
aaacttgaag
gctcttggec
accctccaag
gttgatccaa
ctggagaatyg
aagatggaag
aagaactecg
ctcagagttyg
accattgaag
ceogectace
gcccttggea
agaataattg
gcggcettgac
tcaaatttca
ttgagctaaa
gtgttgtgcee
atgcatctce
tttgggattt

atcctgagtg
actcraccac
tcaggcagat
cttgceteogat
gtaccggcac
gctccocctotg
cacttgtggc
tcggaggeat
tcgocageta
gctggttctc
atatgccttc
atactaatgt
gocggrgttge
ctgegtigac
gegottecayg
gctctggcgg
ttacgggtaa
taaaagggga
aattctgcga
ccggtgtcat
cagtgatcac
gaggcattgt
aattaagtga
acataattaa
ccgaactgga
gaatgatggg
tteteecage
tcacageatg
acagattgtc
cggcaactca
ctoeggataat
ttgccataat
gtgoegttete
tgtcgecaate
atgacgagga
ccaacatgag
ttgaacttgce
cttttgctga
actacgcctgt
ccattgagac
cececcacace
gtcccaacgce
ccgteggeat
gtgatgtgtt
acaaccctge
ataagactta
cagagagcaa
tgatgaatgt
acaaactcca
ccgetgtggt
caaccggacc
agacgcggtc
cctgeogetac
caagttactce
tgaggccgag

caggategtg
aaacctegte
ttcocaageoe
ggcgttgcac
caacgateccg
cacgtccaga
aggatteggt
ggctcatagg
tgtttgggta
tttgcaccct
gggaatctta
tgttggtett
cgeettgget
tggccgeace
aactcgaaayg
agtgttcact
ttecagccagg
cttocgeoecata

ggatggatgg
tgggaatgga

cgaagceggt

tacgegecce

gttctttget

agacatatgc

aggaggeccte

acatgectgg

tgtactggtce
gtctgecgcaa

actegecttt

agggcacceyg
ggrogtgacc

tttgtacttyg

tgeggettto

ctgcgggatg

cttggatttt
gaatgcggeyg

ccagttggtyg

taccgtyggca

tggcggtate
cagagttctt
cccacoogca
ctggggggat

ctttgttatg

ttatgaggag

cgactttgac
cagtgtctac

aaaaaaccaa

cgacggtgaa
gggcctgact

cgegygeggen

ttcaccctag
gagcataacc
gcagttcett
gccogecacy
gccactaaag

4800
4860
4320
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
£660
6720
6780
684¢C
6900
6360
7020
7080
7140
7200
72840
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
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aggaaattge
ctgaaattgyg
gagttttaca
gcccagtygca
ccgtcecttggco
ctgtcettga
gtgaggacyge
tacctggagt
cecgttcatcg
ggtttccaac
ttcgggaaaa
agaagactag
tgagtggtgt
aazacaaatt
catcctgega
aacttgcctyg
tggteacgca
cttctgtgte
actttaaaag
acatgctcaa
ctecccaccat
agacggaccc
taaatggacyg
tgaaggcaag
gtgettgttt
gtgceccgeaa
aactcagatc
ctcecgtacge
attgtccagt
aacceceect
ageoctocacg
gataccagac
atctaccaga
tggtcgctgt
ggaaaacata
accagaceat
gtacgacget
geggttggtyg
atgtcttgag
acccagtggg
agaccatctg
aacttgtate
ggcaagtcoct
gtcaaggeqgc
ggcaaagage
acaggcaact
tgcaccgtga
aggctctagg
gecgecatttg
tgggatttta
cccactggcee
gcctteogcocco
cctcagtgtt
gcgaggcetca
gtgagtatct

actcagtgcg
tcttcotrtat
gaatacaagg
cgocggctgece
cacgactatg
ttatcttgat
cgcattaaga
tecttegeett
gccttccact
caaggacate
ctggcaaact
gacaatactc
caccecagygge
taaagagett
tcgetecaca
tgctgaagayg
grocggogoa
caacacecatt
tggtcaccct
ggttcaacce
geccaaactac
aaagaagaca
ccagetogte
caatgtctct
agagtatgat
ggacggctac
caatcatgayg
cactgcctgt
catcatctgy
agggaaaggc
gactgtaatc
tecgeocogegga
cggtgattat
cgeectotaat
ctggctectt
gctegatatg
gcaattcoect
tectggcaag
gcttcttage
ttttgattct
gagatttgga
catggtcaac
cacceccttac
cacatttgat
cettgtiget
gcagagcatg
cgagcagcetyg
caatggggat
tgcagatctg
tttctegect
cgtggtgaca
cgtccataag

tetgggecacce
aatgcttcoceg
cgatgaccgg
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caaataatac
aagctgtace
tttggagata
tgcctcacge
cectecggtt
tctaggeoty
gaccteteca
gtgcgtaagt
taccctgcea
cagagcgtce
gttacccctt
ggcaccaata
ttcatgaaaa
cagactocogg
cctgcaattg
caccagecgt
gtaactaaga
tacagcttgg
catggectte
ctgatcgtct
cactggtggg
gcecataacag
cctaaccgtyg
gaatactacg
cccgaatggt
agttttcceyg
gggaagaagt
ggocctegacy
tgtggccacc
acaagcccetce
atgcatgtgyg
ttagtectceg
gctagcaccyg
gtgrtgcgca
cCaacaggtcce
attagggcett
geecectoce
aattccttce
aaaactaccc
cattgctatyg
cagaatatct
acaacccgtg
cacagggacc
gtggttacac
attaccaggg
tttgatcttce
atcgtgetag
aaattcaggg
gaagggtcga
gatttgacac
acccagaaca
tatagccgeg
cctggggttyg
gagacagtct
gagcgagaaa

aggcttgtga
ctgtcagggg
taccttataa
ccaatgecac
Ltgagttgta
actgccccaa
agtatgactt
acctgtttge
agaattctat
ctgaaatega
gtacccteaa
actrecattge
aggcgtttaa
tcttaggcag
teccgetggtt
cgtacgtgtt
gaggtggcct
tgatatatge
tgtttctaca
attcggacga
ttgaacatct
actegcecate
acaggattct
cctocggeggc
ttgaagagcet
gococgeoegtt
ccagaatgtyg
cctgtattta
cggctggttc
tagatgaggt
agcagggtct
ttaggcgtgyg
cectacteee
gcaggttcat
aggatyggtga
tggggacgtg
gtaccggcce
tggatgaagc
tcacctgret
tttttgacat
gtgaggccat
taacctacgt
gagaggacgg
tgcacttgee
caagacatge
ctgcgaaagg
atagaaataa
ccacagacaa
gctcecoecgct
agtttgctaa
atgaaaagtyg
cgtgcatcgy
tgtcatacta
tcagcaccgg
ttgctgagtce

cattaggcgc
caaccctgag
aacccceagt
tceggtgact
tgtaccgacc
acagttgaca
gtccacccaa
tcatgtgggt
ggctggaata
cgttctgtygce
gaaacagtat
getggetcac
ctegoeocatt
gtgccttgaa
tgcegccaat
gaactgectgce
gtcgtetgge
acaacacatg
agaccagctyg
cctegtactg
gaacctgatyg
atttctagge
cygcggeecte
tgcgatactc
tgtagttggg
cttecttgtec
cgggtactgc
ccacagcgcac
tggrtctegt
gttagaacaa
¢accectett
cattagagga
tacrctgtaaa
caccggeccg
tgccatttac
ceggttbcaac
ftgggttcgce
agcgtattgt
gggagatttc
catgcctcag
tcagccagat
ggaaaaacct
cgccatcaca
cactaaagat
tgtettbgty
cacaccagtc
caaagaatgc
gegogtigta
ccccaaggte
actcccggta
gccagacegg
tgecggcetac
tctcacaaaa
ccgaattgag
cctcococcat

ggcgacgcac
cgggtaaaag
gacactggaa
gatgggcget
attccagecygt
gagcacggct
ggctttgttt
aagtgcecgce
aatgggaaca
gcacaggecg
tgtgggaaga
cgggcagegt
gcoeteggta
gctgatcttg
cttctttatg
cacgacctac
gaccagatca
gtgctcagtt
aagtttgagg
tatgcegagt
ctgggrttece
tgraggataa
gectaccata
atggacagct
atagcgcagt
atgtgggaaa
ggggeecegyg
ttccaccage
agtgagtgca
gtcceogtata
gacccaggca
aatgaggttyg
gagattaaca
cctggtgcetg
acgccaactc
gtcccagcag
atcctageceyg
aatcaccttyg
aaacaactec
actcaactga
tacagggaca
gtcaagtatg
attgactcca
tcactcaaca
tatgacccac
aaccreogetg
acggttgctc
gattcetectec
gcacacaact
gaacttgcac
ctggttgeea
atggtgggec
ttegtcaggy
gtagattgee
getttecattg

8100
8160
8220
B2BO
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
B760
8820
B8E0
8940
9000
9060
9120
9180
9240
2300
9360
5420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
98490
8200
9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10B00
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
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gcgacgtecaa
getteoettee
aagcagtttg
agacccagtc
ggaaggacaa
caagctatge
tgggccctge
cagtcacccece
tgccceoctgyg
acaaacacac
gtgaggactyg
aggccactgce
taggcctgaa
ttctegtygga
ccattotgtt
goctoogeggt
gaggcctttco
gggatgcttec
taccgcacca
ctgtctcgea
geocgagaccet
gggtcaaatg
acccctggat
tccatatttt
ccaatgctac
cggtgaatta
aaccaggcag
acgatctagyg
acgeetggtt
ggatagggaa

acgacgggga
actaccaaca

tttcectottg
tttcagttca
cctceoaggac
ctctecagtge
agatgagaat
ttctgagatg
tgtgtgtgtec
ggtggtcgat
cgttttagec
gatgcttgac
gttttgetge
acttgacgcet
tggagacttt
ctagceeattt
ggcggratgt
tcattaggct
tccttotgga
ggggtaaggt
ccgtggoaac
ttgctatgat
agtgatgata
gatctttctg
aaataaggtce

aggcactacc
caaggaatca
cacattaaca
caagtgetgg
gacggecctat
ctegtacate
cctttgcaac
ttatgattac
gtacaaaatc
ctgggggttt
ggaggattac
caccagcatg
ttgaaatgaa
tgctttcacyg
tggctttacc
actcogtgey
tttececcagtyg
ggcaccataa
tggaaaaagc
ttagtggttt
gtaaatattt
taaccatagt
cccggcecaaa
cctcegttge
gtactgtttt
cacggtgtgt
gtctectttgg
gttcatggtt
ggegttectg
tgtgagtcaa
gaacgccace
tcaagtcgac
gttggtttta
agtctttcgg
atcagetgcec
cgegecggcega
tatttcacatt
agtgaaaagg
aactttacca
catgtgcggc
tgttttcttg
cgcgggetgt
getcgtcoaac
atgtgagctg
tgtcatcttt
cottgacaca
tctgagtagc
Lgcgaagaac
cactaagggc
tgaggtcgaa
ccctttaacce
agcacggcta
tatgctctaa
aattgtactt
gcgetcacta
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gttggaggat
gtcgeggtag
gatgrgtatc
aaaatgatgt
Cttcaacttg
cgagttoctyg
agaagagttg
ggtgccaaaa
ctggoegtgeg
gaatcggata
aatgatgecgt
aggtttcatct
atggggteca
gaatttttgg
atcgetggcet
cgeccctacca
ccaggtggat
ggtgtcaacc
aggacaggct
ggatgtggtg
ggectetegyg
gtataatagt
gocttcatgat
ggcttettgt
tggtttccge
¢ccgeoottgee
tgcaggatag
cegboctggec
tccttcaget
gtttatgttg
ttgectegta
ggcggeaatct
aatgrtttctt
acatcaaaac
ttaggcatgg
tagggacgcec
cttcrgatct
gattcaaggt
gctacgteca
tgctecattt
ccatcttact
tgcotecgegat
gccaacagcea
aatggcacag
ccogtgttga
gtcggtetgy
atctacgcgyg
tgcatgtect
agactctate
ggtcacctga
agagtttcag
cacaaaaggt
aggtaagtcyg
ttaccttcgg
tgggagcagt

gtcaccatgt
tcggggttte
rcccagatcet
tggacttcaa
aaggecegeea
ttaactetac
tcgggtccac
tcatcetgte
cggagttcte
cagcgtatct
ttcgtgegcg
ttcococcggg
tgcaaagecct
tgtccattgt
ggctggtggt
ttcaccectga
attcecacct
ctgattgatg
gcoctggaaac
gctcatttte
ctgcccecatgce
acttrgaatc
tttcagcaat
actctrtttg

tggttagggy
tcacccggcea
ggcatgaccg
tctccagega
acacggecca
acatcaagca
atgacaatat
ggtttcacct
ggtttctcag
caacacaacc
cgactcgtcoc
cgtgtacatc
ccttatgeet
gatgtttygge
acatgtcaag
catgacacct
ggcaatttga
tgetttettt
acagecagetce
attggctgaa
ctcacattgt
ttactgtgtc
tctgogetct
ggegetactce
gctggcggtce
tcgacctcaa
cggaacaatg
gcttttggcy
cggecgactt
gtacatgaca
agttgcactt

cacctccaaa
aagcecceggy
cgaagecttac
ggaagttcga
tttcacctgg
ggtgtatttg
tcattgggga
tagtgcatac
gcttgacgat
gracgagtte
ccagaaaggyg
ccoctgteatt
ctttgacaaa
tgatatcatc
cttctgcatc
gcaattacayg
ggggaactag
aaatggtgtc
aggrggtgag
agcatcttgc
tacacaatct
aggtgtttgc
ggctaatagc
tcgtgctgeg
caatttttec
agcagccgct
atgtagtgag
aggccacttg
gttecatccee
ccaattcatce
ttcagcegta
agaatggectg
gegttogect
gcagcatcag
tctcagacga
actgtcacag
tcttcttgec
aatgtgtcag
gagtttacce
gagaccatga
atgttcaagt
gtggrgtatc
tcatecttecag
agacaaattt
ctecatatagt
tactgccggy
ggeccgcatty
ttgtaccaga
gccecgttatce
aagagttgtg
gggtegtctt
ttttecatta
ttagggette
tgcgtgcact
ctttggggdg

taccttccge
aaagccgcaa
ctccaccceayg
ctgatggtct
taccagettg
gacccctgea
gecegaccteg
catggtgaaa
ccagtgaggt
accggaaacg
aaaatttata
gaaccaactt
attggccaac
atatttttgg
cgattggttt
aagatcctat
acatcoocoty
gcgtcggatg
cgaggecacg
cgccattgaa
gcgcatgaca
tatttttcca
tgtgcactce
gttgeggatt

ttcgaactca
gaggtctacyg
gaagaccatg
accagtgttt
gagatatttg
tgcgeecgttc

tatcagacct

cgceccettet

gcaagccatg
getttgttgt

ttcgcaaaag
ccaatgtcac
ttttececatge
gcatcgtggce

aacgctectt

ggtgggeaac
atgttgggga

gtgceatttt

ttaatttaca

gattgggcat

gcactcacca

ttctaccacy

acttgcttcg

tatactaact

atagagaaag
cttgatggtt

tagacgactt

cctacacgec

tgcacctttt

ttaatagcac

tgtactcagc

11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
11940
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720
12780
12840
12900
12960
13020
13080
131490
13200
13260
13320
13380
13440
13500
13560
13620
13680
13740
13800
13860
13920
13580
14040
14100
14160
14220
14280
14340
14400
14460
14520
14580
14640
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catagaaacc
cattctggcc
tgataaccac
gcecegggttg
ccttgtcaaa
agccagtcaa
gaggcaaggyg
tagcgactga
cgtcgatcca
ggataagtta
tcacagcgcc
ggaagaatgt
agggcgaccg
aaaa

tggaagttca
cccgeccacce
gcatttgtcg
aaaagcctcg
tatgccaaat
tcagctgtgce
acecggggaag
agatgacgtc
gactgccttt
cactgtggag
atcatcagcg
gtggtgaatg
tgtgggggtt
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tcacctecag
acgtcgaaag
tccggcegtcee
tgttgggtgg
aacaacggca
cagatgctgg
aaaattaaga
aggcatcact
aaccagggcg
tttagtttge
taatgggctg
gcactgattg
aagtttaatt

atgtcgtttg
tgccgegggce
cggctccact
cagaaaagct
agcagcaaaa
gtaagatcat
ataaaaaccc
tcaccectag
ctggaacctg
cgacgcatca
gcattcctta
gcactgtgcc
ggcgagaacc

<210>2
<211> 15424
<212> ADN

<213> Virus del sindrome respiratorio y reproductivo porcino

<400> 2

tcgeececggge
tggtacagcc
agcttagggg
aaccctttaa
tttatggegg
ctgaatctcecce
ctecggtgga
tggetttctyg
agaatggtgc
aaggctctac
ggagtggeccg
catgtgctaa
gagtgtgcta
gggaaagtct
gagttgaagt
atgtctaagt
cacggctgtc
tecgcteccac
accaagcatyg
gcagtgactg
atcegecact
ataagggtag
ggcagtcaca
accacagtcg
gatgeceggcg
tgtggttgge
actcttcceeg
accatccaaa
aaatacgtgc
ccttectttge
cceccagatg
gtaatgcact
aactgtccgg

aggtgttggc
caaaactagc
tctgtcecta
ccatgtctgg
agggccaagt
aagttcctga
cgttgcecacy
cgatctttec
gggtcgcagce
aagtttatga
tttttgcecaa
ccaacctgcc
tggctgacgt
cctgggeccce
tgatcgcgaa
ttgtgttcat
tceccececgctaa
tggacgttca
gtgtcgetgg
atacagatgyg
tcagactggc
agcccaatac
aatggtacgg
ctcaccgegce
ctgataaggc
actgcatttc
agagggtgag
ttctcaagect
ttaagctgga
tcccecttga
cggtcgaagt
tgcctagcag
cttcecceggt

tctatgectt
tgcacagaaa
gcaccttgcect
gatacttgat
ctactgcaca
gcttggagty
tgcattcecce
aattgcacga
tgagatttac
acggggttgce
cteoccctacat
actcecgeag
ctatgatatt
tegtggeggg
ccaactgccace
agcccetggy
tactgtcccet
gaacaaagaa
caagtaccta
acccattgtc
ggaagagcct
gtcgeccattg
tgctggaaag
cttgcecegct
tgtgcatcte
cgecategec
accttcagat
cacctgeggee
aggcgagcat
atgtgttcag
tttcggatet
tgtcatccca
cactactgty

ggcatttgta
acgcecttct
tccggagttyg
cggtgcacgt
cgatgtctca
ctgggectat
actgttgagt
atgaccagtg
agagccgygcce
cgetggtacce
gtgagtgata
aggcctaage
ggtcatggcg
gatgaggcga
atctecttee
agtggtgtct
gaaggtaact
attcgcecgtg
caacggaggc
gtacagtatt
ageccteccctg
agtgacaagqg
agagcaagga
cgtgaaatcc
aggcactatt
aaccygaatgyg
gactgggcta
ttggacagga
tggactgtct
ggctgttgtg
gacecctgect
gctgctctgg
tggactgttt

tgcttgctag
tttcatccga
acggttaacg
gttaaacagg
gaaaaagagg
cgcccagcaa
ggagaagccc
tgagcggcaa
taccctatca
tactgtgcgce
agcacctcag
tctaagtcac

atgcggccga

ttgtcaggag
gtgacagccc
cactgcttta
gcaccccecaa
gtgcacggte
tttacaggcc
gctceceoeoge
gaaacctgaa
agctecaccce
ctatagtcygyg
aacctttccce
ctgaagactt
ccgtecatgta
aatttgaaac
cgccccacca
ctatgcgggt
gctggtggeg
ccaaccaatt
tgcaagctaa
tctctgttag
ggtttgaaga
gtggaaaaat
aagcacgctce
agcaagccaa
ctecgectge
tgaattccaa
ctgacgagga
acggtgcttg
ctgtgaccct
agcataagag
gccttgaccyg
ccgaaatgte
cacaattctt

gccgcaagta
tcgcggcaaa
gcacattggt
gagtggtaaa
gggaatggcc
aaccagtcca
cattttectc
ttgtgtctgt
gattcaggta
ctgatcecgcg
tgttagaatt
ctattcaatt
aattaaaaaa

ctgcgaccat
tcttcagggg
cggtctctec
tgccagggtg
tctocotocet
cgaagagcea
cggggcctge
ctttcaacaa
tgcagtecttg
acctgtccct
gggagcaact
ttgecctttt
tgtggccaaa
tgtcecetagg
cgcagtggac
cgagtgccca
cttgtttgac
cggctatcaa
tggtctecga
ggagagctgg
cctectcaga
cttceoggttt
tggtatgacc
aaagcacgag
cgacgggaac
atttgaaact
ccttgtgaac
tgttggcgcece
tgggatgtcc
cggacttgglt
actggctgag
cggcgacccce
tgcccgecac

14700
14760
14820
14880
14940
15000
15060
15120
15180
15240
15300
15360
15420
15424

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
1800
1860
1920
1980
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agaggaggag
gttgaggaat
gcaaggattg
gagagggttt
ggggttgggg
gttectgtcg
ctgtccaatt
tcocgtactet
cectggecoge
gatctgctga
caggttgatc
ccaagagttc
cccgetocac
gttecctgacy
gagccgatga
ccagtgacat
ccggtgacgce
gtggaagaag
tctgcatect
attctggagg
aatgacatca
cgcoccaaaac
cgaagggaaa
agtgaccctg
tggcgcaaca
ccaaagatga
acgcctgcac
gatgttccac
ttgacatcct
tcgcgggggt
cccaccgatt
gtaagaaaga
tceeccatctee
gattggggtt
tttggttttg
gttottggct
ggcactgctt
ctcaaacctt
attcttggea
attgttgcag
tgctggggat
acgcgtgcga
atggacccca
gagcaaccct
agaactgtgg
caggcgggtg
ccattccogayg
gtegaccccg
cttggtgtgg
tcgggaggag
atgectrgetyg
tggtgcacta
ttgtgcatct
ctrcaggaaa
ttgagttgta

agcaccctga
gotgttgeea
atcagtacct
geoeegeoegay
cttcaactca
tgactcaaga
gctactatee
ctaagctgga
gacccgcact
aactagtcaa
tgaaagetty
agcctcgaaa
gcaggaaggt
gtcgggaaga
cacctctgag
ctttgagtgt
ccttgagtga
cgaatctggc
cacagactga
tgggggggca
accctgeacce
actctgectca
aagaagcatg
ccacgcagga
cgtetgetta
tactcgagac
cttecgtggy
gcatectogg
tcggggaaga
ttgacgagag
tgccaccettc
aagctgaaag
ctgttttett
ttgcagettt
tteocectett
gttggttggce
gtgagtttga
gggaccctgt
ggttactggg
attgtatctt
cttgtgtaag
ccaggtcogta
ttctectoge
ctgaaaaacce
gcgctcagee
gggcgatagt
cteooctettt
acacttttac
gggactttge
goccegeacct
gagtttatgt
acccatcege
cccaacatgyg
ttgeectagt
aggctgatat
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tcaggtgoge
tcagaataaa
ccatggtgcea
cgctgeggac
gacaaccaaa
gectttyggac
tgcacaaggt
gggggtiget
accgaacggyg
cgoccaggea
ggtcaaaaac
aacaaagtct
cagatctgat
tttgactgtt
tgagcctgca
gctggeocca
gccaattttt
ggcaacaacyg
atatgaggct
agaagctgag
tgtgtcatca
agccatcatt
ccteageatc
atggetttet
ccaggegtte
accgccgecec
tgcagagagt
gaaaatagaa
accggtgtge
cacaacggcet
agatggtttyg
gctecttogac
ctcacaccte
tactectattt
gggtgttttt
ttttgectgtt
ctcgccagag
tcgecagecett
cggggcacgc
ggctggaget
aactgetecet
actcatcgac
tactgggtgy
catcgeghte
ttatgatcct
ggccgaggcea
tcccaccgga
tacagctcte
ccaactgaat
cattgctgce
aactgcagtg
cgtccctgge
ccttacecctg
cgttttgatt
getgtgegte

ttaggaaaaa
accaaccggg
acaagtcttyg
accttctttg
cagctccaty
ddagactcag
gacgaggttc
cgtgaggaat
ctogtocgaac
acttcagaaa
taccecacggt
gtcaagagct
tgtggcagcce
ggtggceooce
cttatgeccy
gttcectgeac
gtgtctgceac
ctgacgcacce
tcteccctaa
gaagttctga
agcagectcee
gactcgggceyg
atgcgtgagg
cgcatgtggg
cgcatcttag
taccegtgty
gaccttacca
dacgccggeg
gaccaacctg
ccgtecocgetg
gatgcggacg
caattgagece
ttcaaatetyg
tgcctetttt
tctgggtett
ggcctgttca
tgtaggaacg
grtgtgggec
tacatctggce
tatgtgcttt
aatgaaatcg
ctygrgecgate
cgcgggtgcet
geeccagttgyg
aaccaageceyg
gtcccaaaag
gtgaaggttg
cggtctggtt
ggattaaaaa
ctgcatgtty
gggtcttgeg
tacggaccty
ccettygacag
ttcgttteca
ttacttgeaa

tcatcagcct
ccaccoogga
aagaatgctt
attggaatgt
tcaaccagtyg
tcececteotgac
gtcaccgtga
atgggctcac
ttaaagacca
tgatggcctg
ggacaccgce
tgccagggaa
cgattttgat
ttgatcttte
cgttgcaata
cgegtagaac
cgcgacacaa
aggacgaacc
caccactgca
gtgaaatctc
tgtcaagtgt
ggcectgeag
cttgtgatgc
atagggttga
atggtaggtt
ggtttgtgat
ttggttecagt
agatgcccaa
tcaaggactc
gtacaggtag
agtgggggcce
gtcaggtttt
acagtggtta
tgtgttacag
cteggogtgt
agecrtgrgte
tccttecatte
ccgteoggtcot
atttcteget
ctcaaggtag
ccttcaacgt
ggttttgtge
ggaccggcecd
atgaaaagag
taaagtgctt
tggtcaaggt
atcctgagtyg
actccaccac
tcaggcaaat
cttgetcogat
gtaccggeac
gctocectetg
cacttgtggc

tcggaggecak
tcgocecagcta

ttgtcaagtt
agaggttgcg
gattaggctt
tgtgectcoect
ccgecgeotetyg
cgectteteog
gaggctaaac
gccaactgaa
gatggaggag
ggcagecgag
acececkteca
caaacctgtc
gggcgacaat
gacaccatec
tatttctagyg
tgtgteccga
atttcagcag
tctagatttg
gaacatgggt
ggatacactg
taagatcaca
tgggcatctec
ggctaagectt
catgctgact
tgagtttete
getgoectcac
cgcecactgaa
ccaggggetco

ctggatgtcyg
tgectgactta

gttacggacg

taacctegtc

ttctoccgggt

ctacecatte

gcgcatgggg

cgaccgeagte

ttttgagett

cggocttgeo

taggcttggce
gtgtaaaaag
gttceccttet
gccaaaagge

aagtcecatt

gattacgget

gegggtygtta

ctcegetatt

caggatcocgtg

aaacctegte

ttccaagccc

ggogttgcac

caacgatccyg

cacgtccaga

aggattcggt

ggctcatagyg

tgttrgggta

2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2240
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
1540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
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ccececttacct
ctcaccatec
accgtggtgt
gttaccccect
accgcaccayg
gtgctgttta
cocctcactga
atcgatggga
gtttcegggy
gctgattgee
actggcocgeg
ttegecttet
gagettgteg
tctggccagt
ggacctaagg
gaggtacctt
tccaccgtee
acgcecttgg
cggagtgttt
gttctgatga
tacagcctog
ttgcaggcag
tcaccagtece
tttaagtacc
tLettgogat
aatcatgagt
cttacgaaat
ggccagttea
caggttgata
ccccaactet
ttecgacctaa
gcegggteca
cccgtgecta
gaggategtt
ggtggaaaga
gtccatgata
cctgagaagy
gecctogoceat
tgggaagctg
ctgacagcca
aaggagcagt
tggttgttac
gacctgtgaa
aacacccggt
cgettataga
ggccgggaaa
aggaaattgc
ctgaaattgy
gagttttaca
gcccagtgca
ccgtettgge
ctgtececttga
gtgaggacgc
tacctggagt
cegttcateg

ggttgctcetyg
tatggttggt
tattggttgc
atgatattca
atgggactta
ccecegtetca
acaceggtcaa
aaattaagtg
tcggettcaa
cgaattggca
cctattgget
gcttcacecge
gocgttcacac
tttgeaatgt
tcococegetegy
cagatctttg
aacttctgtg
ttgctgttgy
tcteeotttgg
tcaggcttct
gtgcagcgac
taatgaattt
cagtgattge
getgectgea
actttgccga
cgctgactgg
ggactgattt
tcgaggetge
aggttcgagg
cgeccggtga
aggttggtag
aaatgaccgt
tecococccttee
tgaataagaa
aatatcagaa
acacagacgce
gaactctgtyg
ctggcaagaa
cgaagctttc
aagaagtgga
gtttaaacty
tgagacagceg
tttaaaagtyg
tgcaagaceg
cgtcttaatc
cactgggatc
actcagtgeg
tetteettat
gaatacaagg
cgcggetgec
cacgactatyg
ttatctrcgat
cgcattaaga
tcttcgectt
gecttocact
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tgtgttteoct
gttttecttyg
tctttggctt
tcattacace
cttggccygct
gcttgggtec
tgtggteggy
cgtgactgeo
tcaaatgctt
aggggctget
gacatcetct
gtgcggcgat
aggatcaaac
ggcacccatce
tgatgtgaag
cgcettgett
tgtgttttte
gttttttate
aatgtttgtg
aacagcagct
cggtttegte
aagtacctat
gtgtggtgtt
caatgtcett
ggggaaattyg
tgeccteget
taagtgtttt
ctatgctaaa
tactteggcece
cattgttgtt
caccaagcat
ggcgogtgte
accgaaagtt
gaagagygegc
attttgggac
gtgggagtgc
cgggcatact
attecctggtce
cgtggaacag
gaaactgaaa
ctagecgecca
gtaaaaatag
gccagtgagy
gttgatggtyg
tceggegetg
gatggcacgc
caaataatac
aagctgtace
tttggagaca
tgcetecacge
cectocoggtt
tctaggccty
gacctoteca
gtgcgtaagt
taccctgcca

tgctggttge
atgtctgtaa
ctaggeccgtt
aatggceece
gtccgeegeyg
cttcttgagyg
tccteocatgg
gcacatgtee
gactttgatyg
cckaagaccce
ggcgtegaac
tecgggtece
daacaaggayg
aagctgageg
gttggecagec
getgecaaac
ctcectgtgga
ttgaatgagg
ctatcttgge
cttaacagga
gcagatcetgyg
geetteoctge
gtgcacctcco
gttggcgatyg
agggaagggyg
atgagactta
gtettetgcat
gcacttagaa
aaacttgaag
gecteottggeco
accctecaag
gttgatccaa
ctggagaatyg
aggatggaag
aagaactecey
ctcagagttg
accattgaag
ccegtctace
gcocttgyca
agaataattg
gcggcttgac
tcaaattteca
ttgagctaaa
gtgttgtgct
atgecatctceo
tttgggatte
aggcttgtga
ctgtcagggg
taccttataa
ccaatgecac
ttgagttgta
actgcoccaa
agtatgactt
accrgtttge
agaattctat

getggtectc
atatgccttc
atactaatgt
geggtgttgo
ctgcgttgac
gcgcttteocag
gcteotggegg
ttacgggtaa
taaaagggga
aattctgega
ccggtgtcat
cagtgatceac
gaggcattgt
aattaagtga
acataattaa
ccgaactgga
gaatgatggg
ttctcecage
tcacaccatg
acagattgtc
cggcaactca
cteggataat
ttgccataat
gtgcgttctc
tgtcgcaatc
atgacgagga
ccaacatgag
Ltgaacttgc
cttitgectga
atacgcoctgt
ccattgagac
cccoeacacce
gtoccaacgce
ccgteggeat
gtgatgtgtt
acaaccctge
ataagactta
cagagagcaa
tgatgaatgt
acaaactcca
ccgetgtggt
caactcggace
agacgcggtc
cctgegeteo
caagttactc
tgaggccgag
cattaggcge
caaccctgag
aacccccagt
tceggtgact
tgtaccgacc
acagttgaca
gtccacccaa
tcatgtgggt
ggctggaata

tttgcaccecct
gggaatctta
tgttggtett
cgcecctitgget
tggccgeacc
aactcgaaag
agtgttcact
ttcagecagg
cttegecata
ggatggatgg
tgggaatgga
cgaagceggt
tacgegecec
gttctttget
agacatatgce
aggaggectc
acatgecetgg
tgtactggte
gtctgogeaa
actcgectit
agggeacecy
ggtcogtgacce
tttgtacttg
tgcggettte
ctgegggatyg
cttggatttt
gaatgcggey
ccagttggtyg
taccgtggea
tggcggtatc
cagagttctt
ccoacgoogca
ctggggggat
ctttgttatg
ttatgaggag
cgactttgac
cagtgtctac
aaaaaaccaa
cgacggtgaa
gggcctgact
cgcggegget
ttcaccetag
gagcataacce
geagttectt
geceoccgeeacg
gecactaaag
ggcgacgcac
cgggtaaaag
gacactggaa
gatgggeget
attccageogt
gagcacggcet
ggctttgttt
aagtgcecgce
aatgggaaca

5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
€420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6300
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860C
7920
7980
B8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
B460
8520
B580
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ggtttceaac
tgocgggaaaa
agaagactag
tgagtggtgt
aaaacaaatt
catccotgega
aacttgectg
tggtcacgca
cttetgtgte
actttaaaag
acatgctcaa
ctcccaccat
agacggacce
taaatggacyg
Lgaaggcaag
gtgcttgttt
gtgccegcaa
aactcagatce
ctcecgtacgce
attgtccagt
aacccceect
agecteocacy
gataccagac
atctaccaga
tggtogetgt
ggaaaacata
accagaccat
gtacgacgct
goggrigygty
atgtcttgag
acccagtggg
agaccatectyg
aacttgtatc
ggcaagtect
gtcaaggcgce
ggcaaagagc
acaggcaact
tgcaccgtga
aggctctagg
gcgecatttg
tgggatttta
cccactggcce
gcettegece
cctcagtdgtt
gcgaggetea
gtgagtatct
gcgacgtcaa
gettecttee
aagcagtttg
agacccagtce
ggaaggacaa
caagctatgc
tgggccctge
cagtcaccece
tgccoccoctgg

caaggacatc
ctggcaaact
gacaatacte
cacccagggc
taaagagctt
tcgectecaca
tgctgaagag
gtccggegca
caacaccatt
tggtcaccct
ggttcaaccc
gccaaactac
aaagaagaca
ccagctcgtc
caatgtctct
agagtatgat
ggacggctac
caatcatgag
cactgectge
catcatctgg
agggaaaggc
gactgtaate
tcgecgecgga
cggtgattat
cgectctaat
ctggctcectt
gcteogatatg
gcaattecet
tcetggcaag
gcttettage
ttttgattcect
gagatttgga
catggtcaac
caccecttac
cacatttgat
ccttgttgcet
gcagagcatyg
cgageagetg
caatggggat
tgcagatcetyg
tttctegeoet
cgtggtgaca
cgtecataag
tectgggcace
aatgcttccg
tgatgaccgg
aggcactace
caaggaatca
cacattaaca
caagtgctgg
gacggectat
ctogtacate
cetttgcaac
ttatgattac
gtacaaaatc
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cagagegteco
gttaccoctt
ggcaccaata
ttcatgaaaa
cagactcoccocgg
cctgcaattg
cacctgeocgt
gtaactaaga
tacagcttgg
catggcetic
ctgategtcet
cactggtggy
gccataacag
cctaacegry
gaatactacg
cecgaatggt
agttttceeg
gggaagaagt
ggecctegacy
tgtggccacc
acaagcocte
atgcatgtgg
ttagtctecyg
gctagcaccg
gtgttgegea
caacaggtcc
attagggcett
gceocecteaa
aattccteeco
aagactaccce
cattgctatg
cagaatatct
acaaccegty
cacagggacce
gtggttacac
attaccaggyg
tttgatectte
atcgtgctag
aaattcaggg
gaagggtega
gatttgacac
acccagaaca
tatagccgey
cectggggtty
gagacagtct
gagcgagaaa
gttggaggat
gtcgeggtag
gatgtgtatc
aaaatgatgt
tttecaacttg
cgagtecetyg
agaagagttg
ggtgccaaaa
ctggcgtgoyg

ctgaaatcga
gtaccctcaa
acttcattgc
aggcgtttaa
tecttaggcag
tccgoeggtt
cgtacgtgte
gaggtggect
tgatatatgc
tgtttetaca
attcggacga
ttgaacatct
actegccatce
acaggattct
cocteggegge
ttgaagagcect
geccgeoogtt
ccagaatgtg
tctgtattta
cggctggtte
tagatgaggt
agcagggtct
ttaggcgtgg
ccctactece
gcaggttcat
aggatggtga
tggggacgty
gtaccggceoec
tggatgaagc
tcacctgtct
ttettgacat
gtgaktgccat
taacctacgt
gagaggacgg
tgcatttgec
caagacatgc
ctgcgaaagyg
atagaaataa
ccacagacaa
gctcocccocoget
agtttgctaa
atgaaaagtg
cgtgcatcgg
tgtcatacta
tcagcaccgg
ttgctgagtc
gtcaccatgt
tcggggttic
tceccagatct
tggacttcaa
aaggcecgceca
ttaactctac
tcgggtecac
tcatceotgtc
cggagtreee

cgtLcoctgtge
gaaacagtat
gctggoocac
ctcgoccatt
gtgccttgaa
tgcegocaat
gaactgctge
gtcgtotgge
acaacacatyg
agaccagctyg
cctecgtactg
gaacctgatg
atttctagge
cgeggeecto
tgegatacte
tgtagttggg
ctoettgtec
cgggtactgc
ccacacccac
tggttcttgt
gttagaacaa
caccecctett
cattagagga
tacttgtaaa
catcggccceg
tgtcatttac
ceggttcaac
ttgggttcgc
agcgtattgt
gggagatttc
catgeetecag
tcagccagat
ggaaaaacct
cgccatcaca
cactaaagat
tatctrtgtg
cacaccecgtce
caaagaatgc
gcgegttgta
ccocaaggte
actcccggta
gcoccagaccgg
tgecggctac
tctcacaaaa
ccgaattgag
cctececcat
cacctccaaa
aagcccocoggg
cgaagettac
ggaagttcga
ttctcacctgg
ggtgtatttg
tcattgggga
tagtgcatcac
gettgacgat

gcacaggecy
tgtgggaaga
cgggcagegt
gccctoeggta
gctgateotyg
ctoetttatg
cacgacctac
gacccgatcea
gtgetcagtt
aagtttgagg
tatgccgagt
ctgggtettce
tgtaggataa
gcetaccata
atggacagct
atagcgcagt
atgrgggaaa
ggggceccegg
ttccaccagc
agtgagtgea
gtcecgtata
gacccaggca
aatgaggttg
gagattaaca
cctggtgetg
acgceaacte
gtcoccagceag
atcctageccyg
aatcaccttg
aaacaactcc
actcaactga
tacagggaca
gtcaagtatg
attgactcea
tcactcaaca
tatgacccac
aacctcgctg
acggttgcte
gattctetec
gcacacaact
gaacttgcac
ttggttgcta
atggtgggce
tttgtcaggy
gtagattgecc
getttcattg
taccttecege
aaagcocgcaa
ctccacccag
ctgatggtct
taccagcttyg
gacccetrgea
gectgaceteg
catggtgaaa
ccagtgaggt

B&640
8700
87€0
8820
8880
8940
9000
2080
9120
2180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
29840
9900
9980
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10880
11040
11100
11150
11220
11280
11340
11400
11480
11520
11580
11640
11700
11760
11820
l1ls8¢Q
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acaaacacac
gtgaggactg
aggccactygc
taggcctgaa
tttrtgegga
ccattttgtt
gcteccgoggt
gaggcctttc
gggatgtttt
taccgcacca
ctgtectegcea
gecegagacct
gggtcazatyg
acccectggat
tccatactet
ccaatactac
cggtgaatta
aaccaggcag
acgatctagg
acgcctggtt
ggatagggaa
acgacgggga
actaccaaca
ttteecteottg
tttcagttca
ccteocaggac
ctctcagtge
agatgagaat
ttctgagatg
tgtgtgtgte
ggtggtcegat
cgttttagcece
gatgcttgac
gttttgctge
acttgacgct
tggagacttt
ctagccattt
ggcggtatgt
tcattaggcet
tcecttetgga
ggggtaaggt
cecgtggeaac
ttgctatgat
agtgatgata
gatctttctg
aaataaggtc
catagaaacc
cattgtggcee
tgataaccac
gecoeggytty
ccttgtcaaa
agccagtecaa
gaggcaaggyg
tagcgactga
cgtegatceea

ctgggggtte
ggaggattac
caccagcatyg
ttgaaatgaa
tgctttcacy
tggctttacc
actocogtgoy
tttctcagtyg
ggcaccataa
tggaaaaagc
ttagtggttt
gtaaatattt
taaccatagt
cococggocaaa
cctecgttge
grtactgtttt
cacggtgtgt
gtctectttgg
gttcatggtt
ggegtteetyg
tgtgagtcaa
gaacgccace
tcaagtegac
gttggtttta
agtctttegg
atcagctgeg
cgegoeggega
tatttacatt
agtgaaaagyg
aactttacca
catgtgogge
tgtttLtttg
cgegggetgt
gctcgtcaac
atgtgagcetg
tgtcatcttt
ccttgacaca
tctgagtagce
tgcgaagaac
cactaagggc
tgaggtcgaa
ccctttaace
agcacggctc
tatgctctaa
aattgtactt
gcgetcacta
tggaagttca
ccocgeecace
gecatttgteg
aaaagcecteg
tatgccaaat
tcagctgtge
accggggaag
agatgacgtc
gactgccttt
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gaatcggata
aatgatgcgt
aggtttcatt
atggggtcca
gaatttttgg
atcgetgget
cgecctacea
ccaggtggat
ggtgtcaace
aggacaggect
ggatgtggrg
ggcatetegy
gtataatagt
gcttcatgat
ggctteottge
tggtttocecge
ccgecttgee
tgcaggatag
cegectggee
tcocttcaget
gtttatgteg
ttgectegte
ggeggcaatt
aatgtttott
acatcaaaac
ttaggratgy
tagggacgcc
cttectgatct
gattcaaggt
gctacgtoca
tgctceeattt
ccatcttact
tgctegegat
gccaacagca
aatggcacag
ceccgtgttga
gteggtetyg
atctacgcgg
tgecatgtect
agactctatc
ggtcacctga
agagtttcag
cacazaaaggt
aggtaagtcyg
ttaccttcgg
tgggagcagt
tcacctocag
acgtcgaaag
tccggeogtec
tgttgggtyg
aacaacggca
cagatgctgg
aaaattaaga
aggcatcact
aaccagggcy

cagcgtatct
ttegtgegeg
ttccoocggg
tgcaaagect
tgtccattgt
ggctggtggt
ttcaccectga
attcccacct
ctgattgatg
gcctggaaac
geteattttce
ctgcecatge
actttgaatc
tttcagcaat
actctttttg
tggttagggg
tcacecggea
ggcatgaceyg
tctocagega
acacggccca
acatcaagca
atgacaatat
ggtttcacct
ggtttetcag
caacactacc
cgactcgtcc
cgrtgtacatc
cottatgett
gatatttggc
acatgtcaag
catgacacct
ggcaatttga
tgecttectit
actagcagctc
attggctgaa
ctcacattgt
ttactgtgtc
tctgecgectet
ggcgeotacte
gctggeggte
tcgacctcaa
cggaacaatg
gcttttggeyg
cggccgactt
gtacatgaca
agttgcactt
atgcegtttg
tgecgegyge
cggctecact
cagaaaagct
agcageaaaa
gtaagatcat
ataaaaaccc
tcaccectag
ctggaaccty

10

gtacgagtte
ccagaaaggyg
ccctgtcatt
ctrtgacaaa
tgatatcatc
cttetgcatc
gcaattacag
ggggaactayg
aaatggtgte
aggtggtgag
agecatcttge
tacacaatct
aggtgtttge
ggctaatagce
tigtgetgty
caatttttce
agcagceget
atgtagtgag
aggccacttg
gttccatcce
ccaattcate
ttcagccocgta
agaatggctg
gogttcocgeoct
gcagcatcag
tctcagacga
actgtcacag
tetteottgee
aatgtgtcag
gagtttaccc
gagaccatga
atgttcaagt
gtggtgtate
tcatcttcag
agacaaattt
ctcatatggt
taccgecggyg
ggcecgeattg
ttgtaccaga
gcocgttatc
aagagttgtg
gggtcgtctt
ttttcecatta
ttagggcttc
ttecgtgcact
ctttgggaggya
tgcttgetag
tttcatcega
acggttaacg
gttaaacagg
gaaaaagagg
cgccoccageaa
ggagaagccc
tgagcggcaa
taccctatca

accggaaacyg
aaaatttata
gaaccaactt
attggccaac
atatctttgg
cgattggttt
aagatcctat
acatcceoctg
gegteggaty
cgaggceccacg
cgecattgaa
gcgcatgaca
tatttttecca
tgtgcactcce
gttgcggatt
ttcgaactca
gaggtctacg
gacgaccatyg
accagtgttt
gagatatttg
tgegoeogtte
tttcagacct
cgecccettet
grcaagccatg
gectttgttgt

ttocgcaaaag
ccaatgtcac

ttctcectacge

gcatcgtgge

aacgctectt

ggtgggcaac

atgttgggga
gtgccatttt

ttgatttaca
gattgggcag
gcactcacca

ttctaccacg
atttgcttcoyg

tatactaact

atagagaaag

cttgatgget

tagacgactt

cctacacgcc

tgcacctttt

ttaatagecac

tgtactcage
gccgeaagta

tcgcggcaaa
gcacattggt
gagtggtaaa
gggaatggee

aaccagtcea

cattttecte

ttgtgtctgt
gattcaggta

11940
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12860
12720
12780
12840
12900
12960
13020
13080
13140
13200
13260
13320
13380
13440
13500
13560
13620
13580
13740
13800
13860
13520
13380
14040
14100
14160
14220
14280
14340
14400
14460
14520
14580
14640
14700
14760
14820
14880
14940
15000
15060
15120
15180
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ggataagtta cactgtggag tttagtttgc cgacgcatca
tcacagcgec atcatcagcg taatgggctg gcattcctta
ggaagaatgt gtggtgaatg gcactgattg gcactgtgcce
agggcgaccg tgtgggggtt aagtttaatt ggcgagaacc
aaaa

11

tactgtgcgce
agcacctcag
tctaagtcac

atgcggccga

ctgatcecgecg
tgttagaatt
ctattcaatt
aattaaaaaa

15240
15300
15360
15420
15424
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