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ANEXOS
Comprobante de pago de la tasa de presentacién de la solicitud.

Documento que acredita la existencia y representacdién legal cuando el solicitante sea persona
juridica.

Poderes, sl fuere el caso.

Documento de ceslén del Inventor al salicitante o a su causante.

Dedaraciones.

Copla de |a solicitud Internacional. (Resumen, descripcién, relvindicaciones, dibujos).

Traduccién de la solidtud Internacional al castellano. (Resumen, descripcién, reivindicaciones,
dibujos).

Copla del examen preliminar Intemaclonal efectuado por la Autoridad Intermnacional de Examen
Preliminar (IPEA).

Traduccidn del examen preliminar Intemadonal efectuado por la IPEA.
De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencla o autorizacién de uso de conocimientos
tradidonales de las comunidades Ind(genas.

De ser el caso, certificado de depésito del material blolégico.

Arte final 12 x 12.

De ser el caso, Informacién sobre otras solidtudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero
por el mismo titular o su causante, relacionadas parclal o totaimente con la Invendén de esta
solidtud.

De ser el caso, medificaciones efectuadas a la solicitud intemacional.

Otros. Blsqueda Intermacional

O [0 0 000000 & 00O

FIGURA CARACTERISTICA:

- A

o /

@ Solicito la concesién de |a patente, ; /
NOMBRE:_CARLOS R. OLARTE FIRMA:

Fi

C.C.79.782,747 Bt4 T.P. 74,295

Instrucciones para el dillgenclamiento del presente formulario, ver reverso de esta pégina;
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TRADUCCION OFICIAL No. 05-223

Efectuada el dia 9 de diciembre de 2005, de un documento
escrito en 1Inglés, al cual para su identificacién se le
estampa el sello de Sergio Andrés Rueda Iglesias, Traductor e

Intérprete Oficial por Resolucién No. 0138 expedida por el
Ministerlo de Justicia y del Derecho el 1l de febreroc de 2002.

Traduccidén de las Autenticaciones Notariales y subsiguientes
correspondientes a wun Pod/“r otorgado por 'PFIZER PRODUCTS,
INC., a Carlos R. Olarte-y/o J. Ian. Raisbeck y/o Ana Maria
Frieri y/o Juan Guillexrmo Moure y/o Natalia .Castro,
documento este que viene en espafiol, se explica por si solo y
fue firmado por Grover F. Fuller, Jr. el 17 de noviembre de

2005 en Nueva York, Estados Unidos de América.

También en inglés y en espafiol viene Certificaci6tn Notarial
mediante la cual se confirma el nombre y cargo de Grover F.
Fuller, Jr,- asi como la existencia legal de la compafia.

Dicha certificacién notarial est4d firmada por Susan 2.

Killian, Notario Ptblico de Nueva York, cuyo cargo e
4 de octubre de 2008, segin consta en su corre
sello notarial.

Suscrito y jurado ante mi el 17 de noviembre de 2005.

(Fdo.) Susan Z. Killian
SERGIO ANDRES RUEDY [V51AS
cC9s %
TRADUCTOR E M.L702~7 [ OCICIAL
EsPAROL - isLEs 0 0 . sPAROL
RESOLUCION Ho, 0133 T3 . .111.2002
MINISTERIO DE JUSTICIA ¥ GLL BE EC.



ESTADO DE NUEVA YORK - CONDADO DE NUEVA YORK No. 467518

El suscrito, Norman Goodman, Escribano del Condado y del
Tribunal Supremo del Estado de Nueva York, tribunal éste
provisto de sello por ley, por medio de este documento
certifico conforme a la ley ejecutiva del Estado de Nueva
York que Susan Z. Killian, cuyo nombre aparece suscrito en la
declaracién jurada o certificado de reconocimiento anexo,
desempefiaba en el momento de tomar el mismo, las funciones de
Notario PGblico, en y para el Estado de Nueva York, estando
debidamente comisionado bajo juramento y habilitado como tal;
que conforme a la ley en mi despacho obra un certificado de
su nombramiento con su firma autégrafa; que conozco bien la
letra manuscrita de dicho Notario Piblico o he comparado la
firma que aparece en el ihstrumenté anexo con la que reposa
en los archivos de mi oficina, y creo en conciencia que la

misma es auténtica.

EN FE DE LO CUAL, firmo de mi puflo y letra y estampo mi sello

oficial, el dia 22 de noviembre de 2005.

(Fdo.) Norman Goodman, Escribano del Condado y del Tribungl

1:3’9?“"-"“‘5;5'-"4

Supremo del Estado de Nueva York.

SERGIO ANDRES RIEDA [G1551%S
C.C8 ..77
TRADUCTOR E INTERPRETE OFICIAL
KSPAROL . INGLES / INGLES . £SF%.i0L
REGOLUCION No, 0138 DF FENRERO | 1,2002
MINISTERIO DL JUBTICIA Y DEL DERECHO
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APOSTILLA

(Convencidén de La Haya del 5 de octubrea da 1961)
Pais: Estados Unidos de América
El presente documento putblico
Fue firmado por: Norman Goodman
Que actud en su calidad de: Escribano del Condado
Lleva el sello del Condado de Nueva York
Se certificé:

En Nueva York, Nueva York

*El 22 de noviembre de 2005

Por parte del Secretario de Estado, (Encargado) del
Estado de Nueva York

Bajo el Nimero NYC-10404952A

Aparece Sello del Estado de Nueva York

Firmado por: James Bizzarri, Secretario de Estado

Especial Encargado

SERGIO ANDUIES RUEDA ok
____J vO o |m;c.m11 i3
. A E INTERFRETE
Sergio Andrés Ruedd Iglesias ssTm?JLC. INGLES 7 mf-,rll.g:- |
c.c. 80.424.773 de Bogoté REGO UCION No. O 138 DI FILBRE
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Apostille

(Convention de La Haye du 5 Oclobre 1981)

Country:  United States of America
This public document
has been signed by Norman Goodman

acting in the capacity of County Clerk
bears the seal/stamp of the county of New York

4 [ 4
Certified
At New York, New York 6. the 22nd day of November 2005
by Specilal Deputy Secretary of State, State of New York

No. NYC-10404952A
Seal/Stamp 10. Signature

5w@;

James Bizzarl
Special Deputy Secretary of State
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OLARTE RAISBECK & FRIERI LTDA.

Power of Attorney
The undersigned,
domiciled in

PFIZER PRODUCTS INC.,

Poder
El suscrito, /

domicitiado en

Eastern Point Road, Groton, State of Connecticut 06340, United States of
America

by means of these presents hereby grants to Carlos
R. Olarte and/or J. Ian Ralsbeck and/or
Ang Maria Frierl and/or Juan Guillermo
Moure and/or Natalia Castro full and
sufficlent Power of Attorncy to file, prosecute,
obtain, defend and enforce any and all of the
company’s Patents for Inventions, Utllity Models,
Layout-Designs (topographies) of Integrated
Cirenits, Industrial Designs, Trademarks,
Adverthing Trade Names, Commercial
Emblems, Geographical Indieations, Protection of
Trade Seerets, Obfainer’s Certificates,
Copyrights, Régistration of Domals Names,
Health Regisirations, or any other intellectusl
properiy right in the Republic of Colombla, to
which end it empowers them to take. all steps
necessary before any administmative or judicial
authority of any class for the objects siated, to file
petitions, recourses, replies and oppoaltions, pay
taxes snd annuities, request testimonies, receivo
documenis and securities, abandomr applications and
collect refunds, Sufficlent power is hereby granted
to receive notifications on behalf of the Company, to
confor powers on thoss who are to represent the
company judicially and extrajudicially, to answer in
court in the matter of all claims and demands that
may bo presented in connection with the objects
stated, giving them likewise power to substitste theso

por medio presentos otorgs & Carlos R.
Olarte ¥/o J. Ian Raisbeck y/o Ana
Maria Frieri y/o Juan Gulllermo

Moure y/o Natalia Castro poder especial,
amplio y suficiente para presentar, tramitar,
obtener, defender y hacer respetar todas y
cualquiera de las Patentes de Invenclén, Modelos
de Utllidad, Esquemas de Trazados de
Circuitos Integrados, Disefios Industriales,
Marcas, Lemas Comerciales, Nombres
Comereiales, Ensefias Comerclales,
Denominaciones de Origen, Proteccldn de
Seeretos Empresarisles, - Cerilficados de
Obtentor, Derechos de Autor, Reglstro de
Nombres de Dominio, Registros Sanitarios, o
caalquler otro bien de propledad intelectual de
1n compefiia en la Repiblica de Colombia, a cuyo
efecto loa faculta pera dar todos los pasos
necesarios ante cualquier autoridad administrativa
o judicial de cunlquier jerarquia para cumplir con
lo encomendado, elevar solicitudes, recursos,
respuestas y oposiclones, pagar Impuestos y
snualidades,  solicitar  testimonios, recibir
documentos y valores, desistlr y percibir. Se
concede poder basiante para recibir notificaciones
s nombve de la compaflis, otorgar poderes a
quicnes vayan a representar & la compaiila judicial
y extrajudicialments, responder en juicio a todas

presents and revoke such substitutions. Jus reclamaciones o demandas que por motivo de
lo encomendado so presentaren, déndoles
asimismo facultad para sustitvir el presente y
revocar dichas sustituciones.
RODUOTS INC.,
Signature/Firma:
vaerF Fuller, Jr
Vice President, Attorneyalr
Date/Fecha: {7
City,Country/CindadPais: New Yorl5, NY USA

a"“?“OL‘-'-' Ll

World Trade Center - Tarro A, Calle 100 No. 84— 37, Piso 10, Bogotd D.C., Colombia
office@olarterpisheck com,

Tel + 57 1 601-7700, Fax + 57 1 601-7799,
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OLARTERAISBECK

OLARTE RAISERCK & FRIER) LTDA.

Notarial Certification

On this date,

The undersigned Notary Public certifies:
1. Thet

of legal ago and domiciled in

\\

Certificacién Notarial
En esta fecha,

el Notario Pidblico suscrito certifica:

1. Que

Grover F. Fuller, Jr.

mayor de edad y domiciliado

Street_]50 Eagt 42™ Stroet
City__ New York
Stato_New York 10017-5612 USA,_

signed the foregoing document.

2 That the grantor has executed the foregoing
document as Vice President, Amorpey-lp-F.ct
of PFIZER PRODUCTS INC.

3. That PFIZER PRODUCTS INC,

having its principal piace of business located in
Groton, State of Connecticut 08340,
United States of America

is duly incorporated, is currently in existence, and
that the purposes for which the Powsr of Attamcy is
granted are within the scope of its corporate
Purposos.

4. That the grantor has the authority to executs the

Power of Attorney and that his’her representation is
logal

suscribi6 el documento que antocede.

2. Que el otorgante ha suscrito ol referido
decumento en qu cardeter do
de

4.Quo
con sede principal ubicada en

S édiel Coxin 0 Vranie, Tl
oy Drwﬁﬁ‘.\ﬂn v‘
oD

4. Quo cl otorgante tiene Ia repredont
suscribir el poder, y que ésta es legitithg

NOTARY PUBLIC (Signature): %»\mrl \O\W

Rigindde 5
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(43) International Publication Date (10) Internationsl Peblication N
10 March 20051003200 PCT WO 2005/021034 A2

(51) Internaiions! Patent ClassiBeation”: AG61K 312 /  GB,OD, GE, GH, GM, HR, HU, ID, IL. IN, IS, JP, KE,
KG, KP. KR, KZ, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD,
International Application Nasbar: MG, MK, MN, MW, MX, MZ. NA, N1, NO, NZ, OM, PG,
@1) tn N mmn/ PH, PL, PT,. RO, RU, SC, 3D, 3K, 50, SK_ SL. SY, TJ, T™M,
TN, TR, TT. TZ. UA, UG, US, UZ, VC, VN, YU,ZA, ZM,
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o nhrlyn-/ / FR, GB, OR, HU. B, IT, LY, MC, NL, PL, PT, RO, $E, 31,
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PCT/US2004924011

SAFE MUTANT VIRAL VACCINES

Eleld Of The Invention
The present nvention relates genarally o vaccines sultable for adminisiration to
animals against viral infections. More spacifically, the present inveniion rglates to safe
vaccines and methods of preparing such veccines. The vaccines of the pressnt invention
contain at lsast two Ive muisnt virvsss of the same famlly or nucieic acid moleczles
encoding such virusss, wherein sach of the viuses or tha encoding nucisic acids contains a
mutstion thet confars & desirabls phenotype and the mutations In the viruses resids in the
mmhmmmmmmmmmmu
ciimingls the muinions. <

*

o Tha virus family Flavivirides conalsts of the ganera Pastivirus, Favivius end

Hepacivius. The ganus Peativinua is represintad by the species Bovine viral diarhes virus -
1 (BVDV-1), BVIN-2, classical swine fever virus, and Border dissase virus. The virdons of
the famlly members encapsulsio positive-sirand RNA genomes of about 9.3 o 12.3 kb, The
genomic RNAs contain contiguous long open reading frames (ORFs), which are trensisted
inio polyproteing that are processed by caliuiar and viral protesses to give rise 1o the mature
viral protsine. For membamn of Peathirus, the ORF encodes s polyproisin of about 3000
amino acids, which s cotransiationally and postirunsiafionally processad o the following
mature viral proleina (from 5 o 3); N°™, C, E™, B1, E2, N§2-3, NS4A, NS48, NSSA, and

Two biotypee are found among some members of Peativirus bassd on thelr sffect on
fissue culturé cells, namely cytopathoganic (cylopathic or cp) and noncylopathogenic
{noncytopathio or ncp). Ganome analyses reveaisd insertions of colklar sequences,
somatimes accompaniad by duplication of vindl sequances, genomic reurangemeants, and/or
daletions of viral ssquences in the ganomes of &p pastivinsas, but not in the RNAs of the
comeaponding ncy pestiviruses. MMMepmum&unm
pestiviruses by RNA recombination.

BVDV is a widely digtributad pathogen of caitle. BVDV-1 usually produces onjy mild
diarrhea In imunotompetent snimals, wheress BYDV-2 can produce thrombocytopenia, -
hamorrhages and acuts fainl disesss. BVDV is capabie of crossing the piacenta of pregnant
cattie and may resuit in the birhh of parsistently infacted (Pf) caives (Maimaquist, . Am. Vel
Med. Assoc. 152:783-768 (1968); Ross, st al, J. Am. VeL Med. Assoc. 188:618-816 (1088)).
Viremic caives ars immunotolarant to the vius and persistently viremic for the rest of thelr
ives. They provide a sowoe for cutbraaks of inucosal dissase {Lisss, ot al., Disch.
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Tierasratl. Wacly. 81:481-487 (1974)) and are highly predisposed to Infaction with
microorganisms causing dissases such as pneumonia or anteric disease (Barber, et al., Vel
Rec. 117:459-484 (16885)). Viruses of either ganotype may exist as ane of the two biotypes,
cp or ncp. The cp phenotype correlates with the axpression of NE3, since cells infectad with
alther cp or ncp BVDV both express N82-3, whereas NS3 Is detected only aftar Infaction with
cp BVDV. NS3 Is colingar to the C-terminal pert of NS2-3. The axpression of NS3 appesre
to be a result of ganomic alterations cbserved for cp BVDV.

Presently available viral vaccines Inchude idiled or attenusted live viral vaccines, ive-

"vectored Vaccines, subunit vaccines, and DNA or RNA vaccines. See Roth et al, "New

Tachnology For improved Veccine Safely And Efficecy”, Velerinary Ciinics North Americs:
Food Animad Practics 17(3): 585-897 (2001). Atteruation of viruses can be achieved by UV
iradiation, chemical trestment, or high serial passage in viro. The number, position and
nature of mutetions induced by these methods are uninown absent genomic sequence
anclysss. Atlenuation can aigo be achdeved by making definad genalic alarations, for
exampls, spacific deletion of vinel sequences known to confer vindenoe, or insertion of
saquences into the virl genome. One concam with respect to the uses of atlsnuated tve

- '?mmummmmmmmhmmmb

eliminate the attenuating mutation(s) thereby restoring viruence. For axample, In the
presence of a vindent (wild type) fleld strain, attenusted virusss having delstions In the viral
genoma have the potential to recombine with the virulent strain 1o restore the daleted
asquence. Soe, 4.g., Roth ot al., suipra. Cytopathic pestivirusss having calluler inserions
have also bean cbssived to give riss to noncytopathic virusas in cell cuthure by delstion of
the caliular sequences, poesibly through RNA recombinstion. See, o.g., Baroth et al,
“Insertion of celiular NEDDS coding sequences in a pestivirus®, Virology. 276(2): 458-88,
(2000), end Becher et al., “RNA recombination bebwesn persisiing pestivirus and a vaccine
strain: generation of cytopathogenic vinus end induction of lathal dissase”, Jounal of Virogy
75(14): 6256-84 (2001). Where it Is desired to Include two atienusted mutant viruses from
the same species, ganus or family In & vaccine composition, there is a concam that the two
virusss may recombine in the vaccinated animal thereby eliminating the altenusting
mutationa. See, a.g., Giazanburg et al., “Genetic recombination of pseudorablss virus:
evidence that homoiogous recombination between Insart saquances lo'less frequent than
batween aulologous sequences”, Archives of Virology, 140(4): 871-85 (1088).

There ramaina a nead to deveiop safe and sifaciive vaccines that protect animals
against viral infections.

Summary Of The invention

The present invention provides sefe veccines which contain at least two ve mutant
viruses of the same family or nucieic acki molecuies encoding such viruses, wharein sach
virus or the encoding nucisic acid contains a mutalion that confers a desirable phanatypes,

PCT/US2004/024011
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and the mutstions in the viruses reside in the same genomic ake such thet the mutant
viruses carnot recombing with each other to eliminate the mutstions,

The present invention aiso provides & method of preparing & salls viral vaccine by
salecting or constructing bwo or more live mutant viuses of hhe same femlly, gerusor
species, wherein each vinus conteins a mutation that confers 8 desirable phenotype, and the
mutations in the viruses resids In the sama ganamic site such that the mutant viruses can
nol undergo homologous recombinution i eliminate the muistions.

The present invention further provides @ method of protecting an enimal against viral

‘infactions by administering fo the animal a vaccine composifion of the presant invention. .

Brief Description Of The Drewinas
Figure 1. Alignment of the cefluier ingertions and flanking virsl sequences from the
NS2-3 regions of BVDV-1 strain NADL and BVDV-2 sirain 53837.

Datafied Descriction Of The invantion |
) It has basn uniquety recognizad In accordanca with the present invention that ive

N mm:ﬂhmm mmmuhmmmuu

mmmm«-mumnm

Accordingly, In one embodimeant, the prosent inveniion provides safs vaccine
compoaitiony containing at lesst two, La., two or more, live mutant viruses of the same -
family, or nucieic acld moiecuies sncoding such viruses, wherein the mutations In the viruses
regide (n the same genomic site such thet the mutant viruses cannot recombine with sach
other to sliminats the mutations.

in another embodiment, the present invention provides s mathod of preparing a safe
vlmlm a8 deacribed hereinabove. Specificaly, & esfe vaccine is prepsred by sslecting
umn&uﬂmhumlnmlllvlmmdhmw genus or species,
Mmmm-mum-mm@rm
stienustion of viruience, alteration of cefiular troplsm or biotype, allerafion of species troplem,
or axpression of a foreign gens cassetts), and the mutalions In the virusss reside In the
fame genomic site such that the mutent virusea can not undergo homolpgous recombination
with each other to eliminate the mutations. _

The tarm “vaccine” or *vaccine composition® refers to a composition containing Ive
mulant virusss witich, upon inoculstion info an animal, induces a compisie or partial
immunily to the pathogenic version of the viruses, or allsvisies the symptomes of disssses
caused by the pathogenic versions of the viruses. The proteclive sffecis of a vaccine
compoaltion againat & virus are hormally achieved by inducing in the subject an inmuns
response, either & cal-madiated or a humoral Immune responss, or 8 combination of both.
Generally spesking, sbollshad or reduced incidences of virat Infection, smelloration of the
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symptoms, or accelerated efimination of the viruses from the infactsd subjects, are indicative
of the protective sffects of the vaccine compoeition.

By "animaF” Is meant to Include birde, for exampis, chickens, turkeys, domesiic
wateriowl, and any mammud, for exampls, caiiie, shesp, swine, goats, dogs, cats, and
The term "viruses”, “viral isclates” or "viral sirains” s used hareln refer to vinl
particies or virions that contain viral genamic DNA or RNA, associsind probeing, and other
chemical conatitusnts (such as lipide).
o WMﬂMOMIWmeﬂMUIWII
mummwmammmnmmam«m

By “mutation® is meant to include defetion, inserfion or substiiution of ona or more
nucieotides, or 8 combination thareat. In accordances wilth the preaent inventian, the
mutation preferably confars s desirable phenotype, for exampls alterualion of virulence,
altsrstion of cellular tropism or bilotype, sitemtion of specias troplsm, or expregsion of a
foreign gene cassetie. Especially prefemed mutstions are mutsations that confer’ attenuated
viuence.
= By “sttenuation” is meant that the virus has lost some or all of Its sbilty i profiferate

'm“d—ohmmmmmm JFor axample, lndl-l-hdvh-

mhahﬂhuﬁbmnduhmbmunmmd
repiication, ar restricted in cell or tesue troplem, whan prasent in an snimad in which a wild
type pathogenic vervion of the attenuated virus can replicals.

An attenusated virug may have ons or more mulations in a gena or genas that are .
involved in pathogenicity of tha virus. Such mutations are siso referrad o hersin a8
"aitenuating mutaion(s)". An stienustad virus can be produced from the wid type,
pethogenic virus by UV imadiation, chemical trestment, or high serisl passage of the wiki
type, pathogenic virus in woro, Altematively, an attenusisd virus can be produced from the
wild typs, pathogenic virus by making apecific delaion of viral saquences inown o confor
virulance, insertion of sequences Into the virsl genome, o maldng one or more polnt
muiations In the viral genoma. An atienuatad virus can be a viral isolats obtained from an
animal, which isolats is derfved fram the wikd type, pathogenic version of the virus through
svonis pihar then ariificial meany, e.g., svanty that heve oocasred in a host animal such as
recombination. .

The bwo or mors five mutant viruese present in the vaceine compositions of the
present invention conisin mutstions that reside in the same genomic slle. By "sams genomic
site” is meant that when the genomic nuclectiie ssquances of the viuses are aligned, the
‘mutations In the viral genomes ovariap with one another such thet thare is no opportunity for
homologous recombination belwean and amaong the virsl genomes io aiminate the
mutations. [n other words, when the genomic nucisctide sequences of the viruses sre
aligned, there is at lsast one contiguous parfion of the sligned saquances whare the

4
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sequences in the aligned viral ganomes are muiant sequences. There are & number of
compulter programs that compare and align rudlelc acld saquences which one skified in the
art may use. The sequencss are aligned for optimal comparison purposes {e.g., gaps can
be Introducad in a nucleic acid sequence for aptimal slignmant with & second nucielc acld
sequencs). For axampis, the NBLAST and XBLAST programs as describad in Altschul, ot -
al, 1900, J. Mol. Biol 215:403-410, the Gapped BLAST program as deecribed In Alschul et
al., 1687, Nucisic Ackis Res. 26:3380-3402, and the PSi-Biast program as described in
Allschul st al., 1007, supra. When utitzing BLASY, Gapped BLAST, and PSi-Blast
mmmmdmuwumm(q.wmm
anumd(uwmmumm .

Generally spesidng, the conoept of the present invention, Ls., Including in the same
vaccine composition two or more ive mutent vinmes of the same family having mulstions at
the same genomic site, apples to mutent viruses from any family where the viral genorhes
have suificiant sequance keniity o parmit homologous recombination. It has besn shown
that a nudieotide identity as short as 15 nuolsotides can lead 1o sfficient homologous.
recombination (Negy and Bujarski, .. Vol 89:131-140, 1083).

3 The present invention sppiies sapecially io vinmes of the Flsviviidee famlly. The
Ravivirides family consisin-of the genera Peativirus, Ravivirus and Hepacivirus. mwm
ummmmmmmnmdmuh
123 kb. mgmmmmmnmmmm-
transiaied Inio polyproteine thet are proceseed by cefuler and virsl prolaases 1o give rise to
the mafure virl proteing.

Proferably, the mutant viruses of the vaccine composition of the presert invention
am from the same genub, sither the same or diferent apecias.

In & prefarred embodiment, the vacaine composition of the present invention
mmummﬂmmmnmm The gemu Pealivirug s
qummmmmmumu.mm
mmmz(mmmwmmmmmm
omm-mummmmmumum
MMthMMIMMSbﬂ:N" C,E™ E1,
E2, NE2-3, NS4A, NG48, NGBA, and NS5B.

. Ordinarily, BVDV has & ganome in the fanm of RNA. RNA can be reverse-
transcribed into DNA for use In doning. Thus, reforances mads herein to nucieic acid and
BVD viral saquences sncompass both viral RNA sequances and DNA ssquences derived
from the viral RNA sequances. For convenlence, genomic saquences of BVOV as dapicted
in the SEQUENCE LISTING hareinbelow anly refer 10 e DNA ssquances. The
cormesponding RNA sequancs for each ia readily apparent to thoss of skl in the art.

in a more prefamed ambodiment, the vaccine compasition of the presant invention
contsins s cytopsthic BVDV-1 and a cylopathic BVDV-2, wherein the mutations in both
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viruses associsted with the cytopathic biotype reside in the sams ganamic site such that the:
two mudant viruses cannot recombine to eliminate the mutations.

BVDV-1 and BVD\.2 represent fwo closely related genotypes of BVIDV. The
nuciaciide sequances of the iwo viruses share about 70% identity over the entire genome,
and siighly higher percent ideniity within the N§2-3 region. It is bellevad that the percant -
identity betwaan the viral genomes of BVDV-1 and BVDV-2, at least in the NS2-3 region, is
suflicient to parmit hamologous recombination.

BYDV-1 usually produce only mild diarrhea in animails, whersaa BVDV-2 are viruses

.. -with high virulence which can producs thrombocytopenia, hamorrhages and acute fstal

dissase (Compi et of., J. Virol 63: 3834-3043; Bolin et al., Am. J. Vel Rea. 53: 2167-2163;
Pallerin ot al., Vialogy 203: 260-288, 1904; Ridpath at al., Virology 205: 86-74, 1904;
Carman ot al., L. Vel Disgn. imeat 10: 27-38, 19068). The two types of virness have distinct
antigenicity detsrmined by a pansi of MAbs and by cross-neuimiization using virus-apecific
anfisera ralsad in animais (Corapl ot al., Am. J. Vel Res. 51: 1385-1304, 1090). Viruses of
either genotype may exist as one of the two biotypes, cylopathogenic (cytopathic or ep) or
noncytopathogenic (noncytopathic of nep).” Cp viruses induce cytopathic effects (e.g.. call
gpis) on cultured celis, whils noncytopathic viruses do not.

" Rtis desirable to prapare vaccinas that provide profection against both BVOV-1 end
BVDV-2. However, bocauss of the high degres of sequance identity between the two -
viruses, there is a possibiifly that a ive cytopathic BVDV-1 and a live cylopathic BVDV-2
Inchuded in the same vaccine compoaifion, could recombina with aach ofher in the
veccinated animal 1o yleld noncytopethic viruses. Recombinetion between BVDV-1 and
BVDV-2 has been documentsd. See, 8.g., Ridpath at al, Viology 212: 250-262 (16065).
mdmmhmuﬂomwmmmmmm
mmmhmmmmnmdm-ﬂmm
MU-MMMMvm suuul‘mdledmmmon
mm-wavw Accordingly, hmmmb\vh
present invention, Muﬂmmmimmmamzmmmdh
mmu.nwymummmmawwm
BVDV-2.

|nmmmg“mmmmpmhuhu
vaccine composition of the present invention. Cp Isoleies of both BVDV-1 and BVDV-2 have
bean reportad and are avellabie to thoss sikiled in the art, a.g., BVDV-1 NADL (ATCC#
VR1422 or VR-534), BVDV-2 53837 straln (deposiied with the ATCC as PTA-4860), and
type 2 fiek Isolates such as thosa described by Ridpsth and Nelll, J. Viro/ 74:8771-8774,
{2000). Cp lsviwion reparing 30 far typically contain an insariion of » heterclogous sequence,
6.g., 8n ublquitin coding saquance (Genbank accession number M86887 or De Moeriooxe et
al., J Gen. Viol. 74:1433-1438, (1093)), s bovine NEDD#S coding ssquence (Baroth et al.,
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supre), or & Bos (awrua DnaJ1 coding sequence (as described in the Exampies hereinbelow),
among othare.

In another ambodiment, a cp BVDV is genaratad by making defined aflerations in the
BVDV genome, 9.9.. by delsting specific viral ssquencas, ingerting sequences into a specific
viral genomic site, or making one or more substitutions, or combinations thareof.

Whare a cp BVDV Is goneraiad by inserting a heterologous (1.e., foreign to the virus)

' n.lmmhbaapﬂbmntdh the nature of the seguence to ba inserted is generstly
- not criticl jo the presant invention. lnmmmummumm

ﬁnﬂuhmmu\mmm As hetorologous ssquences
In cp isclales are oftan found in the N52-3 region, the NS2-3 region, sapecially the part
surrouriing the putative NE2-3 cleavage site which commesponds to, 8.g., amino acld
residuss # 1879 o #1080 of the BVDV-1 NADL sirsin (the numbaring s basad on the
mm-qmwmmmnm.ssomno:q,m
proferrad location for ingertions. - '

; Ancp BVINV-1 can be genemtad by maling a dafined genomic slteration that mimice
thy mutation ideniiied in & cp BVDV-2 isolats obtained from an animal, such that these
.viruses have mutsiions associated with the cp biotype in the same genomic site. Similarly, a
cp BVOV-2 can be ganereted by way of making a defined genomic: silerstion that mimics the
mutation ideniifiad in 2 cp BVDV-1 Isoiats obtained from an anknal.

in » prefarred smbodiment, the vaccine composition of the present invantion
containe NADL (a cp BVDVL1 igclats), and BVDV-2 53837 (a cp BVOV-2 isciate), where the
iwo ¢p lsclates each contain a mutation at the same genomic site which resulls in the
cytopsthic biotype. The ganomic sequence of the BVDV-1 NADL sirain s set forth In SEQ
ID NO: 4, and the BVDV-2 63237 sirain was deposited with the ATCC as PTA-4850. Both
isolates contain an inssition In the N62-3 region. The sitsnusted cp BVDV-1 containe an
insertion of a Bos igurus Dnal1 coding sequence 3' of the thymidine at nucisofide poaltion #
4693 (NADL saquence numbering), which is the third nucleotide of the codon encoding the
glycine reaidus at amino sckd position 1538. .The atienuated cp BVDV-2 contains an
insertion of a Bos isurus DnaJd1 coding sequience at the same ganomic sike.

According fo the prasent invention, the cp BVDV lsolstes mployed in the present
vaccine composition have beon atienustad and ag therefore nonpathogenio. Methods of
sttenustion are known to those skilled In the art and are also described hereinbelow.

. in ancther embodiment, the vaccine composifion of the present invention containe an
atfenusisd BVDV-1 and an sitenuated BVOV-2, wharein the attenuating muiztions in both
mmhummumuummmﬁnmm
o efiminats the atienuating mutstions,

An ailinuated BVDV s generatad by UV madiation, chemical trestment, or high
serial passage of the pathogenic version of the viruse in viro. Sequence analysia can be
conducted In order to determine the nature and genomic location of mutations generated by

..1
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thesa methods. The mutation can be In the form of & deiation, ineertion or substituion of ane
or more nucieotides, o a combination thereof. Allematively, an sttsnustad BVDV is '
genaratad by meking definad afierations in the BVDV genome, a.g., by deisting specific viral
sequences, inserting séquencas into a specific viral ganomic alls, or meking one or mors
substitutions, or combinations thereol. . .

As described shove, the Ve mutant viruses for use In the vaccine composttion of the
pressnt invention can be from the same family, genus or speciss, where the viral genomes
have sufficient sequence identity to psrmit homologous recombination. Additional examples
of combinations of viruses appropriate for use in the vaoccine composition of the present
'hmmmm“mmn.mmqmqndm.
cambinations of multiple ive mutant straing of Infectious bronchitis virus, combinations of
multipis live mulan streins of Newcastie dissase virus, combinstions of Canine adenovirus -
1 and canine adenovirus-2, combinations of equine herpeevirus-1 and equine herpesvirus-4,
combinations of multiple ive rrustant strains of Influsnza virue, combingtions of mullipio ive
atienuated strains of Feline caficivirus, combinstions of multiple sarotypes of Rotavirus,
combinations of multiple serotypes of Rhinovirus, combinations of muliple serotypes of Foot

Mouth Disaase virus, combinations of the European and North American genotypes of

F reproduciive and resplratory syndrome virus, combinations of standard and variant
sirains of infectious buresl disessevirus,. -

in accordance with the present invention, aihough viral periicies are the prefemed
form for use In the vaccines, nucleic acld molacules sncoding mulant viruses of the same
family, genus or speciss, can be used direclly in vaccines as well. The DNA or RNA
molecule can be presst in a “naked” form or R can be combinad with an sgent which
fackiistes calhiar uptaks (.., fiposomes or cationic fpids). Vaoccines snd vaccination
procedurss thet utiize rucielc acide (DNA or mRNA) have besn well describad In the art,
6., U.S. Patant No. 5,703,065, U.S. Patent No. 5,500,850, U.S. Petent No. 8,580,400,
intemutional Patent Publication WO 98/38862, and by Remsay et al, 1007, /mmunal. Cell
Blol. 75:360-363; Davis, 1097, Cur. Opindon Blofech. 8; 635-840; Manickan et al., 1907,
Critical Rey. immuncl, 1T: 139-134; Robinson, 1897, Vacoine 15(8): 785-787; Robineon st
al, 1906, A/DS Res. Hum. Relr. 12{5) 483-457; Lal and Benneit, 1968, Crtical Rev.
immunol. 18:440-484; and Vogel and Sesver, 1008, Cin. Microbiol Rev. 8(3): 400-410, all of
which are incorporated herein by reference. - '

in addition to two or more five mutant virusss fom the aema family. penus or
species, the veocine compositions can inciude other antigenic component. Other antigenic
components approprists for use in sccordance with.the present invantion include, but amne not
imited o, antigans prepared from pathogenic bacteris such as Mycopissms hycpneumonis,
Heemophilus somnus, Hesmophiius parasuls, Bordetelle bronchiseplice, Baciliue anthrecis,
Actinobaciiua pleurcpneumorie, Pasieurella muliocida, Mannhamia haemolylice,
Mycoplasma bovis, Mycopleams galnacieum, Mycopissma galiseptioum, Mycobacterkum
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bovis, Mycobacterium parafubarcuiosis, Closiridial spp., Sirepiococcus uberls, Strepiococous
suls, Siaphylococcus aursus, Erysipelotiix rhusopsthiss, Campylobacier spp.,
Fusobacierium necrophorum, Escherichia coll, Lawsonia iniracelkderis, Listeria
manacylogenss, Rickelisl ricketisl, Borrella spp., Elvfichis app., Chiamydia spp., Brucells
spp., Vibrio spp., Saimonelia énterica serovars, Leplospira spp.; pethogenic fungl such as
Candide; protozoa such as Crypipaparidium parvum, Neospara cankum, Taxoplasmie gondl,
Elmeria spp., Babssia spp., Giardis spp.; helminths such se Ostariagla, Coaperie,
Hsemonchus, Fasciols; either in the form of an inactiveied whols or partial call preparation,

" dr inthe form of entigenic moiscudas obteined by genslic engineering techniques or chemical

15

synthesis. Additional antigens include pathogenic viruses such as Marak's dissase virus,
infaciious bursal dlesase virus, Newcastie’s disease virus, chickan anemia virue, fowipax
virue, avian lsukosie virue, Infectious laryngolracheitis virus, reticulosndothelial virus, canine
m-mmmmmmmm
memmmﬂmmm
mmmmmmmmmmm
m“mmm Eastam squine encephaiitis virm, Westamn equine

,Mmmmmm&m Wast Nilo virus, transmisaible

mm-.mmmmu.o. Boving parainfiusmizs
virus, Bovirie resplratory syncytial virus, bovine leulcosls virus, rinderpest virue, foot and
mouth disegse virus, rables virus, Afiican swina faver virus, Porcine parvovirus, PRRS virue,
Porcine drcovirus, inflaenza virus, swine vesiculsr dissass virus, Techen fever virus,
Pseudorables virus, either In the form of modified Ive {atianuated) virat preperation, an
naciivitad whals or partial virus preparation, or in the form of anfigenic molecules obtained
by genatic engineeririg tachniques or chamical synihesls. When axdditional sitenuated five
viruses are used, mmmmmhm-mmm
MdthWMumm

- mmmhmmm.mm
mmmmwww-1mmuww1mmn
sitenusted op BVDV-2 derived from the BVDV-2 53837 strain, whare the two op leolstes
sech contain @ mutation sssiociated with the cp biotipe at the ssme genomic she, and at
loast one (Le., one or riore) of tha following antigenic component, elther in inactivated o
modified ive form: bovine herpesvirus-1, bovine respiratory syncytial virus, perainfuarnzs
virus-3, Campylobacier folus, Lepiospie canicols, Laploapira grippalyphosa, Leptospira
herdjo, Lepiospkra icterchaemonhagies, Lepiospia pomons, or Mennheimia heemolytice.

In addiion, the vactine compositions of the present Invention can include one or

more velarinariy-accepiable carriars. As used hatgin, s veterinariy-acceptable carier”
includas any and all soivents, dispersion mexdia, coafings, adjuvants, stabilizing agents,
diuants, preservatives, anifbecierial and antifungal agents, lsctonic agents, adsorption
deisying agents, and the Tie. Diuanis can inchxie water, saline, dexirose, athanol, glycerol,
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and the ke, 1sotonic agents can includé sodium chiorids, dextrose, mannitol, sorbitol, snd
iactoss, among others. Stablllzars include sfbumin, among others. The vaccine

compositions can further Include one or more other iImmunomodulatory agents such as, a.g.,
intorleuking, (nterferons, or other cylokines _

Aduvants sultabls for use in the vaccine conyositions inciude, but ane not Rrviited &,
the RIBI adjuvant systam (RIb inc.), alum, sluminum hydroxide gel, ofi-in water amulsions,
watsr-in-oll smulsions such ss, e.g., Freund's compleis and incomplete adjuvents, Block co
polymer (CytRx, Atlanta GA), SAF-M (Chiron, Emaryville CA), AMPHIGENS adjuvant,
MMAM.M(MQMIM.MMGmr
saponin fractions, monophoaphoryl ipid A, Avridine lpid-amine adjuvant, heat-lablls-
snteroloxin from £ coff (ecombinent or atherwies), cholom fodn, or muramyl dipeplide,
smong meny others.

me.ammmhmmmnmmanu1 x 10"
and sbout 1 x 10° virus particies per doss, with a veterinarly acceptable carvier, In-a volume
of bebween about 0.5 and about Sml. The precise amount of a virus In a vaceine *
M-ﬁmum-mm”hmw-m
 “etarinarien. Where the DNA or RNA molsculs of the virus is used in the vaccine, the
mthﬂ-MgﬂhMMMWﬂM&ﬂ
mgiml. .

The vaccine compositions of the pressnt inrvention can be made in various forms
depending upon the routa of administration. For example, the vaccine compasitions can be
mads In the form of sterile aquacus solitions or dispersions sultable for injectable use, or
mads In lyophitzed forms using fresze-drying techniques. Lyophillzed compositions are
Mm:-hnmmmummmmmm.m.
safine or and HEPES, with ar without acjuvent.

mmmdnmmﬂumumm
for treating or prevénting a disaase caused by the pathogenic versions of the viruses In the
vaccine compositions. Thersfore, methogs of vaccinating an snimal against a dissase
caused by & virus sre aiso provided by the pressnt invention.

in praciicing the present mathods, & vaccine compasiiion of the present invention is
sdministsred to an animal preferably via parenieral routes, although other routes of
adminlstration can b used as well, such s a.g.. by oral, intrenasal, Inremusculer, infra-
lymph node, Intradermal, intrapariioneal, subcutaneous, recial or vaginal sdminislration, or
by a combinalion of routes. Boosting regimens mey be required and the dossge regimen
can be adjusted to provide optimal vaccinafion, .

The present invention is further llustratad by, but by no means imiied fo, the
following examples.

10
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A paortion of the sequence of the NS2-3 region from BVDV2-53037 wes delamined,
n order to identiy and map the iocation of any cellutar insertions [n the région. A 870 base
RT-PCR product wes ampiiied from viral RNA, using forwerd primer 53837U1 (8- .
CGTCCACAGATGGTTTGGT-3'; SEQ ID NO: 1) and reverss primar 538371 (6
GGCTATGTATTGGACGTAACCC-3 SEQ ID NO: 2). The RT-PCR product wes purified
and submitied for saquence anslysis (SE£Q 1D NO: 3). Whan siigned with BVDV4-NADL .
(Ganbank accession number M31182, SEQ 1D NO: 4), sirking simflarites were cbserved
(ROURE 1). Both viruses contain an in-frame insertion derived from the Sos tewus DnaJ1
gene. In the case of NADL, the insertion is 90 amino acids (270 nuciectides) in length and Is
located between glycine-1538 and profing-1627 in the NADL polyprotsin, These coondinatas
cormespond to glycine-1538 and proline-1537 In non-cytopsthic BVDVY atreine-such as SD-1
(Genbenk accassion number AAAA2880, SEQ 1D NO: 6), indicating that the gsnoms
MthlMMWMMMdem
-’dm Like BVDV1-NADL, there Is an insarfion of a portion of the Bos laurus
One. genein BVDV2-53637. Tha celiuter insertion is langer (131 amino ackds, 383, _
m;mmnmmmnnmnmm The
focation of the cellular insertion within the NS2-3 reglon is identica) in the two virusss. Unilke
BVDV1-NADL, fhe BVDV2-53857 insertion is sccompanied by a delation of 6 amino scida
{15 nucisotides) of flanking viral sequences. Tihree amino ackd regiduss are abeant fianiing
the 5 end of the Insartion, while two amino ackis residuse ere absertt fanking the 3' end of
the insarlion. Because the caliuler insertiona are at the aams genoms posllion in the wo
vaccine viruses, they cannot undengo homologous recombination o delste the insertion to
genersis a non-cykopsthic chimetic virus. : -

in order in delermine whether tha two vaccine vinnes am capable of recombining o
generats detectable ievels of non-cytopethic BVDV, the viruses were co-cultiviried an
suscapible cefls and a sensitive hami-nestad RT-PCR assay was used to detect poleniial
non-cytopsthic viruass from amang an excess of longer cytopathic products that stil contain
the colkdar insert. To increase the probablifly of inlertypic recombination i vitro, aach virue
was inocuiziad simuansously onio confluent BK-8 cells in 6-well plaies st a mufliplicily of
Mdz-f(ﬂnﬂhiuﬂm After 2 - 3 days of co-cullivation the calls
ware frazen and thawed twice, and cell debris was removed by low speed centrifugation.
The resulting supamatent fluid was then usad as Inocuhum for the next passags. A tolal of

11
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seven serial passages wers conducted in severs! studiss. During the passages BVDV1-
NADL grew more rapidly than BVDV2-53637, but the type I virus was sifli detectable after
mm-mmhr-m.nmwm-mmm
employed in an attempt to detect any non-cytopathic virus.

5 In first round RT-PCR, forward primers 53837U1 (SEQ 1D NO: 1) or NADLAT44 (5'-
CGTGACTTCTTGGTACGGG-3, SEQ ID NO: 7) were used in conjuniction with reverse
primers 536371 (SEQ ID NO: 2) or NADLS305 (5'- AGCGGTATATTGTACAAAGCCA-',
SEQ IDNO: 8). All four combinations of forwerd and reverse primers were used in order to
detect BVDV1, BVDV2, end infertypic recombinants. The expected size of RT-PCR product

10  was 562 bp for cytopathio BVDV1-NADL and 870 bp for cylopathic BVDV2-83637. Non-

cytopsthic viruges, if present at detectible levels, would be expected to yield first round

products of 292 hp (BVDV4-NADL) or 277 bp (BVDV2-53837). Infariypic recombinants
should be similar in size 1o one of the paments, or of intermadiste length, depending on the
location of the recombingtion slts. Non-cylopathic BVDVs were never detacied following first

15 round RT-PCR. - - .

To increase the sensiivity of detecting non-Cytopathic BVDV In the pressnca of a
large excess of cylopsthic BVDV, a restriclion enzyme digestion sisp was inchided bafore

,f@ nested PCR 1o destroy the larper NS2-3 templates derivad from the cytopethéo viuses.

A combination of Msp! and Dral wes sslectsd basad on tha cbearvation that they cut within

20 the Bos fasurus DnaJ1 insert but do not cut the flanking viral sequences. in second rund

(hemi-nesied) PCR, forward primers 83837U2 {5-TOCACGATCTGTGAAGGGAAAGAA -3',

SEQ 1D NO: 0) or NADLAS44 (5- TGCACTGTATGTOAGGGCCGAGAG -, SEQ 1D NO: 10)

wers usad In conjunction with the sama two reverss primens 538371 or NADL5308.

Appropriate primer combinations were usad to attempt to detect intertypic recombinerts as

25  well as BVDV1 and BVDV2. The expectsd size of RT-PCR product is 462 by for cytopathic

BVDV1-NADL and 570 bp for cylopathic BVDV2-53837 (present at low levels dus o

incompiete digastion of the cytopathic BVDV RT-PCR products). Non-Cytopathic viruses, if

present at detectable levels, would be expectad i yisid second round products of 162 bp

(BVDV1-NADL) or 177 bp (BVDV2:-53637). Intartypi: recombinants should be similer in size

30 to one of the parentis, or af intarmediate length, depending on the locafion of the

recombination sits. Noh-cytopathic BVDVs were never dalsciad following sscond round

PCR. In a few individual reactions, berrant bands of various sizes were seen. All bands

betwaen 100 and 300 bp were considerad 10 be potential non-cytopathic products and were

submitied for DNA sequence analysis. In every case the abaimant band was the result of

35 fales priming during PCR. There was no avidence of non-cytopaihic virus in any of the

studies.

A2
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1. A vaccine composition comprising at laasf two live mutant viruses of the same family,
wherein sach virus contalne a mutstion in the viral genome, and the muistions in the
viruses reside in the same genomic site such that fhe mulant viruses cannat recombine
with each cther to oliminate the muiations. .

2. The vaccine compasition of clalm 1, whenein said famnily ks the tamily of Fisvivirkine.

3. The vaccine compoaltion of claim 1, wherein said iwo Bve musnt viruses are both from
the penuse of Pesiivirua.

4. The vaccine composition of claim 1, wharsin the two mutent ive viruses consiet of a
mulant BVOV-1 and a mutant BVDV-2.

5. The vaccine compostion of clalm 4, whersin the lwo mutant fve viruses conaist of 8
cylopathic (op) BVDV-1 and & cp BVDV-2, and are both sthenuaied.

. The vaccine compostion of claim 8, whereln the cp BVDV-1 and the cp BVDV-2 both
comprise a muistion in the NS2-3 region that resulls in a cytopathic biotype.

7. ‘Tha vaccine compoasition of clalm 8, whenain the cp BVDV-1 Is BVOV-1 NADL, and the op
BVDV-2 is BVDV-2 53837, y

8. The vaccine composition of claim 4, further comprising at lsast ona of bovine herpesvirue-
1, bovine respiratory syncytial virus, parsinfiuenza virue-3, Campylobeciar feltus,
Leptaspire cenicols, Lapiospire grippolyphoss, Lepioapire herciio, Lepioepira
iclercheemorrhagias, Lapiospira pomons, or Marnhemis hesmolytica.

9. The vaccine compoaition of ciaim 1, furthar comprising a velsrinarfly-accapiable carler,

10. A method of prepering a safe viral vaccine comprising selecting or consiructing two five
mutent virusss of the same family, wherein sach vius contsins 8 mutation and the
mutations in the virusea reside In the same genomic efte such that the mutant viuses can
not undergo homologous recombination i eliminats the mutstions.

11. The method of claim 10, wherein sald mutation s ssleciad from a delelion, en Insertion, &
subsiihtion, or a combination thereof.
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12. The mathod of claim 10, wherein sald mutation confers a phenctype selected from
sitenustion of virulence, aiteration of cefiuler tropism or biotype, afteration of species
tropism, axpression of & foreign gene cassetis, or & combination thereof.

13. The mathod of claim 10, wherein said family is the family of Reviviridae.

14. The method of claim 10, wherein said two ive muisnt viruses ere from the genus of
Pestiiue.

15. The mathod of ctaim 10, wherein the two mutant ive virusss conasist of a mutant BVDV-1
and a mutent BVDV-2,

'.,';,_ .
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DEBCRIPTION

forward primer 63837U1

reverss primer 53837L

670 bp RT-PCR product from the NS2-3 region of BVDV2 sirain 53837
genomic sequencs of BVDV1-NADL (Ganbank accession number M31182)
polyprotein saquence of BVDV1-NADL {Ganbank aocession number-

)
polyprotein sequance of non-cytopathic BVDV1 etrain 8D-1 (Genbank
aceassion number AAA42860)

%
0
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SEQ KO: 1
cgtccacagatggtttggt

SEQ NO: 2
ggctatgtattggacgtaacee

ogtceacagatggtttggtgaggaggasatatatggggoaccecaaggtgatcaccatecatanaagetagtac
cctaagtasasacaggoactgeataatctgoacgatctgtgaagggasagaatggancggagecaactygcce

aaagtgtgygaagacaaggaasgeccataacatgtggaatgacactogoagactttgaggagaaacattacana
aaagatatttataagagaaggacgccaagaasgcastgaatacgatgutgtgoagocgatgecagggaaagea
taggaggtttgaaacggaccgggaacctaagagtgecagatactgtgctgngtgtaataggctgeateetge
tgaggeaggtgacttttgygeagagtcasgeatgttgggoctcaamateacctacttigegetgatggatgy
aanggtgtatgatatcacagagtgggctggatgecagogtgtgggaatcteccoagatacecacagagtace
ttgtcacatcteatttgygttecacggatgecaggecaccagtgggeggeagagagetactecagatgocectoo
tgctgaccttcaggatttettgagecggatectttecaagtacccccaggccagatgtcoagggaagagtatan
gugttacgtccaatacatagee

Lol

S2Q ID: 4 .

gtatacgaga attagassag gcactcgtat acgtattggg caattassasa tututtag
geetagggas casatcecte tcagegaagy ccgaaaagag getagocatg coccttagtag
gactagoata atgagggugy tagcaacagt ggtgagttcg ttggatggct tasgoccctga
gticagggta gtcgteagtyg gttogacgee ttggaatasa ggtctcgaga tgecacgtgg
acgagggcat goccasmagea catcttaace tgageggggg togecoaggt aasageagtt
ttasccgact gttacgaata cagcotgata gggtgetgea gaggcccact gtattgetac
tassaatetc tgetgtacat ggoacatgga gttgatcaca aatgasottt tatacasasc
atacaaacaa asacccgtog gggtggaggea acctgtttat gatcaggoag gtgatccctt
atttggtgaa aggggagcag tccacootca atcgacgcta aagctocccac acaagagagy
ggaacgegat gttceaacca acttggcatc cttaccasaa agaggtgact geoaggteggg
taatagcaga ggacctgtga gegggatcta cctgaagcca gggccactat tttaccagga
otatasaggt cccgtotatc aceagggecec getggagetc tttguggagg gatccatgetg
tganacgact asacggatag ggagagtaac tggaagtgac ggasagetgt accacattta
tgtgtgtata gatggatgta tastsataas aagtgccacg agmagttaoc aaagggtgtt
caggtgggtec cataatagge ttgactgcce tctatgggtc acasottget cagacacgas
agasgaggyge GCAACARAAR AQABAACACAE Jaascccgac agactagmaa gggggaaaat
gaaaatagtg cocasagaat ctguasasga cagcaasact asacctccgg atgctacaat
agtggtggas ggagtcsaat accaggtgag gasmgsaguge SasaCCAAQa gtaasascac
tcaggacgge ttgtaccata -acasasacaa acctcaggaa tcacgcaaga aactggaaas
ageattgttg gogtgggeoaa taatagetat agttttgttt casgttacaa tggyagaaam
catascacag tggascctac aagatastgg gacggaaggg atacascggy caatgtteca
aaggogtgtg aataguagtt tacatggaat cotggccagag sasatetgta ctggegtece
tteccatcta gecaccegata tagaactaaa aacaattcat ggtatgatgg atgeaagtga
gaagaccaac tacacgtgtt gcagacttca acgeccatgag tggaacaage atggttggtg
caactggtac aatattgaac cctggattct agtcatgaat agaacccasg ccsatctcac
tgagggacaa ccaccaaggg agtgegeagt cacttgtagg tatgataggg ctagtgactt
aaacgtggta acacasgcta gagatagcco cacaccctta acaggttgea agaaaggasa
gascttctec tttgeaggea tattgatgeg gggecectyge aactttgasa tagctgoang
tgatgtatta ttcasagaac atgaacgcat tagtatgttc caggatacea ctetttacet
tgttgacggy ttgaccaact ccttagaagg tgccagacas ggaaccgcta aactgacaac
ctggttaggc aagcagotcg guatactagg saaasagttg gassacasga gtaagacgtyg
gtttggageca tacgeotgett ccecttactg tgatgtcegat cgoasaattg getacatatg
gtatacsass sattgcaccee ptgectgott acccasgaac acaassattq tcggocctgyg
gaaatttgge accaatgcag aggacggcas gatattacat gagatgggag gtcacttgte
ggaggtacta ctactttett tagtggtget gtecgacttc gocacoggaaa cagetagtgt
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aatgtaccta atcotacatt
taagacccag ttgaacctca
ctggaatcta ggcasatatg
agtgttggca tttgaagagg
tttaacacgc atttggaacyg
agteaggggc cagatggtac
goacttggat tgcaaacctg
actgggggcet gaaggectia
agacacaatg gtcattgott
gagaguaacc agatatctcg
caaassacto tttgatggge

atttggacte
gotgaacgga
tacgtcatte
accattccct
ctgcatoott
ctctattgaa
ctaccccatt
ctottgoaat
asasacsact
atatgasatc
taagacatta
asasggagag
cgctgagtee
actggttaca
ggaagtgogtg
ct getyg
ccadatctta
tgtggtasag
sacagtagta
actggtaaca
catcgetgtg
tagatataaa
aagcctaata
actascttta
cgtggetgge
cgacttctta
gaamactgtt
tgactcecatc
gaaagcacag
cgtcageagt
catgcacagy
gycagcacte
gttttatota
gaccgtgget
aatcaaggee

tgcccatgtg
ceggeettee
aatatggaca
cataggcaag
ggaggaaatt

PCT/US2004024011

tttcoatecce acaaagtcac gttgatgtaa tggattgtga .
cagtggaget gacaacaget gaagtaatac cagggtoggt
tatgtatasg accasattgg tggocttaty agacaactgt
tgagccaggt ggtgeagtta gtgttgagyy cactcagaga
ctgoascaac tactgetitt ttagtatgee ttgttaagat
agggeattot gtggctacta tigatanceg gggtacaagg
aattotcgta tgecatagoa aaggacgass gaattggtca
céaccacttg gaaggaatac tcacetggaa tgaagcetgga
ggtgoganga tgggaagtia atgtacotcc aaagatgeoac
caatcttgea tacaagageec ttgeogacca gtgtggtatt
gaaagcanga ggatgtagtc gaaatgaacy acaactttga
atgccasacc catagtaags gogaagttca atacaseget
agatggtaty ccccataggs tggacaggys ctgtaagetg
ccttagecac aactgtggta cggacatata gaaggtctanm
getgtatcac ccasaagsat ctgggggagg atctccatsa
ggacttgtgt gcctggugac caactactat acaasggggy

tcttgcaagt ggtgtggeta
ggcaagtgta aattggagaa
agageaggtg tggccatagt

gtacaggtca

atatcaagtg aggggcctgt
asaaatsagt attttgagee
tatcaatact ggtttgacct
atattagtgg tggtagtage
tacatggtct tatcagsaca
atgatgggea acttgetaac
tacctactge tgagggagga
gtggtacace castcaaatc
gecgattcag gyggecaaga
ctaatcgtca taggtttaat
ataatggoag cactgagggt
geggtcatga ctataaccct
asatggttac agtgcattct

tcaatttaaa gagagtgagg gactaccaca
cgagactggt tacaggctag tagacagtac
accacaaggg acattaasgt gcaagatagyg
taccasactc ggacctatgc cttgocagacc
agsasagaca gogtgtactt tcasctacac
cagagacago tactticagc aatacatget
ggaggtgact gacoatcacc gggattactt
cctettggygt ggcagatatg tactttggtt,,
gaaggcetta gggattcagt atggatcagyg
ccataacaat attgangtgg tgacatactt
gagcgtaaag aagtgggtct tactcttata
tgtaattgty atcctactga tgattgggga
gtacttgggy sasatagacc tctgtittac
catagctagg cgtgacccaa ctatagtgee
cactguactg acccaccage ctggagttga
actgatggtt agectatgtga cagattattt

cagecetpgta

tacctaggta guatcgagat gecageggta

totgegutgt tettgataag
actateccas actggagace

atactattat atttgatcte
ctattgttge aatgtgtgee
accotaatac tgatcctgee
aggactgata cagsaagaag
tacgacgttg atgagagtgy
gogaattitt ctatactctt
sastggcage taatatacat
asagttatag aagagatctc
atagagctga actggtccat
ttgtctggasx ggttgagasa
tocttggtacy gggaggagga
agtacactga gtaagagcag

ascascastt
tatcttattg
tacctatgaa
ttgyctaggy
agagggcegta
gecoettate
gagttactta
aggaggtace
Juaagaagag
cctaataata
agtctacggt
gcactgeats

ccgagagtgg ssaggtggea dotgoccaaa stgtggacge
tgggatgtcg ctagcagatt ttgaagasag acactatasa

gtaacgaggt
ctggtcacaa
ttggttanat
gggatagact
tatctittte

SAAJCRACAC
acttiggact
aancatastat
gagegCanag
asacataagyg
atgccasaga
atatgcactg
catgggusge
agaatcttta

ggsagyttga
cctigtggge
tatactatct
atacaagagt
cateaagyca
tgataagtty
ttatgtacta
ccaggttagt
gettasagea
taaggaatga
tcatgactat
tatgtgaggg
ogatsacgtg
taagggaagy

caactttgag ggtatgtgca geccgatgeca gygaaageat
ggeacctaag agtgccagat actgtgetga gtgtaatagg
tgacttttgy geagagtcga geatgttggg cotcasasate
tggaasggtg tatgatatca cagagtggge tggatgccag
tacccacaga gtecccttgtc acatotcatt tggttcacgg
caantggettt gtacaatata cogotaggugg gceaactattt
ggcaactaas gtasaaatge teatggtagg caaceottgga
acatcttyggy tggatcctaa ggggucctge cgtgtgtaag
atgccacatt aatatactgg atasactasc cgoattttte
tacacccaga geocceggtga ggttcectac gagettacta

gactgocctgg gettacacac accaaggcegy gataagttca

aggaggtttg asatggaccg
ctgcatcotg otgaggaagg
acctactttg cgetgatgga
cgtgtygggea tctccccaga
atgectttca gycaggsata
ctgaganact tgecegtact
guagaastty gtaatectgga
aagatcacag agoacgsaaa
gogatcatge caaguggyac
aaagtgagga ggggtctgga
gtegaceatg taaccgeegg



cactgacaag
ggtcgggtte
ggactgtgca
gttcacctat
caatcttgaa
cgtgaatgaa
tgtagttgat
aataattgga
gcctgacgee
agggcctgga
cttcatcatg
tataaatctg
catgttagta
ggggactttt
gcaggttacc
taactggttt
ctacttagta
tcagacaaga
gttcctcaag
acggtgccca
acagggtaac
ggtgaagata
gaagaaacct
aataaggttt
acagttggac
gtcaagtgea
aacctttcat
attgtacaac
ctacggtgag
cttectggag
attggtcagg
aaatgagaag
gccaagagtt
taactgggtg
caacatcttt
ttttgacacc
aatccagaaa
catgacagaa
agggagcggc
gtacggcttc
ccacgtctgt
taacaaaggg
aaagatgaaa
tgttaggtgg
atcaaagatyg
agcggtagce
cctgttggte
caaaggtgat
gagaacaggc
gactaagcac
caactggcta
tgataaaggce
aaacccggtc
gctgagaagg
gtatatattg
ccacctcaag
ctcaagataa
gtctatagtt

tgggaggtyy
aatggtgeat
actataacca
gacctgacca
gagaaggaaa
gacgtaggga
atcaatttac
agggaaaccc

agcgacaacc’

atacagacac
atcctgggcet
tacacaggaa
gtagcactga
ttdgataggg
aaggaagctg
gcatcagatg
ggagatgttg
attataaagg
gcatcaaaca
cctgcaacta
tgggagccce
cacccatatg
agggttaagg
caaggaaacc
agggaggggc
ggcataaggce
gaggcaataa
aaattgttgg
gtgacgtgygy
aagaagaaca
gatctgaagg
agagatgtca
atccaatacc
aaacagcagc
gataaagtga
aaagcctggg
tattactata
gtaccagtta
cagccagaca
tgcgaaagca
ggggatgatg
atgcagattc
gttgcctata
tccgacaaca
gcaacaagat
ttcagtttct
ctttegeaac
ccaatagggg
tttgagaaat
acaagcaaaa
gttaagecccg
tttacattac
atgggggttg
ttgaaaattc
taaataaatt
aagacgacac
cactacattt

ggactaggga

aacatggtgt
acttaggtga
aaaacacagt
tcteccaatct
tacccaccge
ctataaaacc
aaccagaggt
tgatgacaac
aaaactecggt
atacactaac
caaggaattc
atgaccccag
gggatgtcga
aggccctgga
ttaggaattt
acccagtatt
gagagctaaa
aggtaggctc
aacagatgag
agagcaataa
tcggttgegg
aagcttacct
atacagtaat
tcaacaccaa
gcaagaggaa
tggagaaatt
gagataagat
agattttcca
agcaacttga
tcggagaagt
ccgggagaaa
gtgatgactg
ctgaagccaa
ccgttgtgat
gaaaggaatg
acactcaagt
agaaggagtg
taacagcaga
caagtgetgg

.caggggtacc

gettecttaat
ttcatgaagc
gatttgagga
ccagtagtca
tggattcaag
tgctgatgta
agccagagac
cctataaaga
tggcaaatcet
gaataattca
acaggctgat
aaggaaagca
ggactgagag
tgctcatgac
aatccatgta
gcccaacacyg
aatgcacaca
agacctctaa

cataaccagg
cgagcccaat
acagtttcta
gaccaggetce
tacggtcacc
agtactagga
gcaagtggac
gggagtgaca
gaagatcggg
agaagaaata
catatcaaat
ggaaatacga
cectgagetg
ggctctaagt
gatagaacag
tctggaagtyg
agatcaagct
aaggacgtat
tttaacteca
ggggcacaty
ggtgcaccta
gaagttgaaa
aagagagcac
gaaaatgctc
catctacaac
gccaatagtg
agacaagagt
cacgatagcc
ggcgggggta
attggattca
gataaaatat
gcaggcaggg
gacaaggcta
tccaggatat
ggactcgttc
gactagtaag
gcacaagttc
tggtgaagta
caacagcatg
gtacaagagt
aactgaaaza
aggcaaacct
tatagagttc
catggceggg
tggagagagg
ttecectggaac
agacccatca
tgtaataggt
aaacctaage
ggactgtgtt
atccagcaaa
ttatgagcaa
atacaagtta
ggcegtegge
catagtgtat
cacagctaaa
gcactttage
cag
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ttagectaaga
caccgtgcte
aaaatgaaga
atcgaactag
acatggctag
gagagagtaa
acgtcagagg
cctgtettgg
ttggatgagg
cacaacaggg
agggcaaaga
gacttgatgg
tctgaaatgg
ctcgggcaac
apaaaagatg
gccttaaaaa
aaagcacttg
gccatgaagce
ctgtttgagg
gcatcagcett
ggtacaatac
gatttcatag
aacaaatgga
aacccaggga
caccagattg
agggcccaaa
gaaaaccgge
caacccacee
aatagaaagg
gaaaagecacc
tatgaaactg
gacctggtygg
gccatcacta
gaaggaaaga
aatgagccag
gatctgeaac
attgacacca
tatataagaa
ttaaatgtce
ttcaacagyg
gggttaggge
cagaagataa
tgttctcata
agagacaccg
ggtaccacag
ccgettgtta
aaacatgcca
cggaatctaa
ctgtccacgt
gccattggga
actggccact
ctgcagctaa
ggtceccatag
gtcagcagct
ataaatatag
cagtaqgtcaa
tgtatgagga

- M e o e

gatatactgg
tagtggagag
aggggtgtge
tacacaggaa
cttacacctt
tccccgacee
ttgggatcac
aaaaagtaga
gtaattaccc
atgcgagges
ctgctagaaa
ctgcagggcyg
tcgatttcaa
ctaaaccgaa
tggagatccc
atgataagta
gggccacgga
tatctagctg
aattgttgcet
accaattggc
cagccagaag
aagaagaaga
tacttaaaaa

aactatctga“

gtactataat
ccgacaccaa
aaaatccaga
tgaaacacac
gggcagceagqg
tggtagaaca
caataccaaa
ttgagaagag
aggtcatgta
ccceecttgtt
tggccgtaag
ttattggaga
tcaccgacca
atgggcagag
tgacaatgat
tggcaaggat
tgaaatttge
cggaagggga
cecccagtecec
ctgtgatact
catatgaaaa
ggaggatttyg
cttattatta
gtgaactgaa
tgggggtctg
aagaagaggy
tatacatacc
gaacagagac
tcaatctget
gagacaaaat
ttgggaccgt
gattatctac
tacgccogac

e oaa



aaaagatcta
caggttgace
cagatgttat
tcacctccaa
cttcgaccta
gagggtogtt
gagtggaato
aaccagcatg
cacagaactc
tataccatta
catctetttt
ctatgecatoa
agaatactca
tatcggguag
agcagggtcg

ctggtctgtyg acagcatggg acgaactaga gtggtttgce assgcascaa
gatgagacag agtatggegt caagactgac tcagggtgec cagacggtge
gtgttanatc cagaggocgt tascatatom ggutccasag gggeagtegt
aagacaggtg gageattcac’ gtgtgtcace gcatcaggea caccggettt

aaaaacttga
ggcagagtca
cagacegtet
ascaggggag
ceasaagoag
agggcagcgy
ascctaagga
tacgggtact
tacatattet
atccacagat
gtgacoacaa

aaggatggte aggcttgeet atatttgaag cctccagogy
aagtagggaa gaatgaagag totamsocta caaaaataat
caasasacag agcagacctg accgagatgy tcasgasgat
acttcaagea gattactttg gcaacagggy caggcoassac
ttatagaggs gataggaaga cacaagagag tattagttot

cagagtoagt ctaccagtat atgagattga aacacccaag ’

taggggacat gasmagagggg gacatggcaa ccgggataac
tctgecaaat goctcaacca aagotcagag ctgctatggt
tagatgaata ccattgtgec actcctgaac aactggeeat
ttteagagag tataagggtt gtegccatga ctgccacgee
caggtcaaaa gcacccaata gaggastica tageccccga

gogtaatgasa gggysggatc
agtggatgag atgasaggca
gotagcaaag sagctasasg
tecagecaat ctgagagttg
tattgaatca ggagtgacac
tgasaagagg gtgagggtat

ttggtagtca
atatgttggt
ctaagggcta
tgacatcaca
taccagattt
catcaaagat

gttccttgat
ttttgtacea
tasctctgyga
atcccootat
ggacaoggtt
accecttcate

ggccgtgact gtgugtgago aggegcageg taggggcaga
gaggtattat aggagcosgy aaacagoasc agggtcasag

gcaggcacaa agatacggga
gaattacgat tggagcotat
saataatcta ctcatctoag
tgatocaccca gagecaatce

ttgaggatgg aatcaacgtyg
acgaggagga cagcctacta
asgacttgec agccgotgtt
aacttgcata caacagctat
gagaagtcac agescacotac

atagcagggt tamasatacc
acgagaaaca tgycagtaga
tactittaca gtggagaggs
gtaatcgtgg ctacasatge
atagacacgg guttgasatg
gtaacaggoc ttaageggat
gtaggtagag tgaaacccgg
gactaccact atgacctctt
acgiastcct ‘ttagigugat

ataacccage tggusatact -

sagaacatas tggccaggac
gaagtcecagg tcocggtecet
gaaasttact cgtttctesa

at atasggaatg
tgm ttaggggagy atgtgcccgt gtatatotac getactgaag atgaggatct

ggcagttgac ctcttaggge
tggtaaagca ctgaagcaag
tttatttggg  tatgtgggtt
catatatacc atcgaggacc
cgccatasaa accgatggga
assaatcatg ggagccattt
agcagaasag ataassacag
tgtccasaaa ttcattgact
gtgoggaaca cacacagcac

tagactggce tgatcctggg saccagcagyg tagtggegac
tgacegggtt gtcctegget gasaatgece tactagtgge
accaggctcet ctcaaagagg catgtcccaa tgatsacaga
agagactaga agacaccacc cacctccagt atgcocacccaa
cagagactga actgaasgas ctggogtcgy gtgaogtgga
cagattatgo agctgggggs ctggagtttg ttasatccca
ctcotttgtt tasagasaas geagaagecog casaagggta
cattaattga asatasagas gasataatca gatatggttt
tatacasasg catagctgea agactgugge atgasacago

gtttgccaca ctagtgttea agtggctago ttttgyaggg/gastcagtgt
caagcaggeyg geagttgatt tagitggtcta ttatgtgatg aataageeott
tgactoogag acacagcasg aagggaggcg attcgtcgea agectgttca
ggcaacctac scatacanaa cttggastta coacaatctc tctaaagtgg
cctggcttac ctccictatg ctaccagege attasssstg ttcaccccaa
gagcegtggtg atactgagea ccacgatata tasascatac ctctotataa
gagtgatgga ttgetgggta cggggataag tgcagccatg gamatcctgt
agtatcggts ggtatatctg tgatgttggg gatagggges stogeotgege
tgagtccagt gaacagaaaa ggaccctact tatgaaggtg tttgtasaga
tcaggetgea acagatgage tggtassaga asacccagas aaaattataa
tgaagcagtc cagacaattg gtaacccoct gagactaata taccacctgt
ctacaaaggt tgggaggcce aggaactatc tgagaggaca goeaggcagas
attgataatg tttgasgect tcgagttatt agggatggac tcacaaggga
cctgtecegga mattacattt tggatttgat atacggecta cacaagcaaa
getgnagasa atggtactgy ggtgggccee tgoacccttt agttgtgact
tgacgagagg atcagsttge cascagacaa ctatttgagg gtagasacca
tggctatgag atgasagett tcamsaatgt aggtggoaaa cttacoaaag
cgggcctitc ctatgtagas acagacctgg taggggacca gtcaactaca
gtattacgat gacaacctca gagagataaa accagtagca aagttggaag
gecactactac asaggggtca cagcaaaaat tgactacagt asaggaaaana

cagaccacgt

ggaacactag
gytgeccatg
tggsggagag
gagtcaccaa
gacaggtaga
tgctcttgge

25
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virehnkwil
klpivraqtd
leagvnrkga
dwgagdlvve
ewdsfnepva
adgevyirng
litekglglk
shmagrdtav
etdpskhaty
igdcvaigke
eryklgpivn

SEQ ID NO:

melitnelly
aslpkrgder
vtgsadgklyh
gqkpdrlekg
nkppesrkkl
giwpekictyg
ilimnrtqan
trgpenfeia
lgkklenksk
gkilhemggh
elttadvipg
tttaflvcli
vwkdyshemk
gedtvemddd
dtavvrtyrr
gykfgksegl
tdtklgpmpc
dlevtdhhrd
lthdnvevvt
qgylgqidve
tllmvsyved
isttvvimwk
kswlggldyk
ymaylsvdfm
rnliikhkvr
pkcegrhgkpi
ilatkvimlm
gttprapvef
nnkltdetey
affdlknlkg
kitsmnrgdf
psisfnlrig
aiigkihrfs
ipvdemkgnm
naiesgvtlp
pgryyrsget
ilnnllised
lnarklgedv
valfgyvgyq
vekimgaisd
glwgthtaly
pgdtetqgeg
lesvvilstt

kkirfqomln
tktfheaird
agflekknig
krprvigype
vafdtkawdt
qrgsgqpdts
fankgmgilh
ilskmatrid
yykgdpigay
egnwlvkpdr
11)lrrlkill

6

ktykqkpvgv
sgnskgopvsg
iylcidgcit
rmkivpkese
ekxallawail
vpshlatdve
ltegqgpprec
asdvlfkehe
twfgayaasp
lgsevlllsly
svwnlgkyvc
kv rgqvvqg
ledtmviawc
fefglcpcda
svpfpyrqgce
phypigkcrl
kpheiisseg
yfaesilvvv
yffllylillr
ftmrviiiig
yirykrwlqc
idlaglllqg
rvdsiydvde
yymhrkviee
netvagwyge
tcgmsladfe
vgnlgeevgd
ptsllikvrrg
gvktdsgcpd
wsglpifeas
kgitlatgag
dmkegdmatg
esirvvamta
lvfvptroma
dldtvvdtgl
atgskdyhyd
lpaavknima
pvylyatede
alskrhvpmi
yaaggldfvk
ksiaarlghe
refvaslfis
iyktylsirk

tkkmlnpgkl
kidksenrqgn
evldsekhlv
aktrlaitkv
gqvtakdlqli
agnsmlnvlt
eagkpgkite
ssgergttay
kdvigrnlse
lissktghly
mtavgvss

seqldregrk
pelhnkllei
eqlvrdlkag
mynwvkqqpv
geigkyyykk
mmygfcestg
gekmkvayrf
ekavafsfl]
ikrtgfekla

ipdkgftlqg

rniynhqigt
fhtiagptlk
rkikyyetai
vipgyegktp
ewhkfidtit
vpyksinrva
ediefcshtp
myswnplvrr
nlnlalstlg
khyeqlqlrt

imssagirle
htygevtweqg
pknekrdvsd
1fnifdkvrk
cdhmtevpvit
rihvegddgf
vpvrwsdnts
icllvlsqqgp
vwikhtskri

atnpvmgvgt

eepvydgagn
iylkpgplfy
vksatrshqr
kdsktkppda
avvlievtmg
lktihgmmda
avtcrydrds
ctgviqdtah
ycdvdrkigy
vlsdfapeta
irpdwwpyet
ilwlllitgv
kggkftylsr
kpivrgkfnt
itgktlgedl
nnetgyrlvd
piektactfn
vallggryvl
eesvkkwvll
lijarrdpti
11slvsgvfl
vpilllittl
sgegvylfps
isggtnmisr
eevygmpkim
erhykrifir
lehlgwilrg
letgwaythq
garcyvinpe
sgrvvgrvkv
kttelpkavi
ityasygyfce
tpagsvtttyg
vevakklkak
kcekrvrvss
llqaqgrygie
rtdhpepiql
dlavdllgld
tdiytiedqr
sqaekiktap
tafatlvlkw
alatytyktw
gksdgllgtg

plfgergaih
qgdykgpvyhr
vlrwvhnrld
tivvdgvkyqg
enitqwnlgd
sektnytccr
dlnvvtgard
ylvdgvtnsl
iwftknctpa
samylilhfs
aavlafeevg
qghldckpey
ctretrylai
tllngpafqm
ydcalggnwt
dtscdregva
ytrtlknkyf
wllvtymvls
lyhilvahpl
vplitivasl
irelihlgri
wadfltlili
rgkagknfsm
ivaalielnw
tiikastlink
egnfegpirg
pavckkiteh
ggissvdhvt
avnisgskga
gkneeskptk
eeigrhkrvl
gqmpgpklraa
qkhpieefia
gynsgyyysg
kipfivtglk
dginvtksfr
aynsyevqvp
wpdpgnqqvy
ledtthlqgya
1fkenveaar
lafggetvsd
nynnlskvve
isaameilsq

8

pgstlklphk
aplelfeegs
cplwvitscsd
vkkkgkvksk
ngtegiqram
1grhewnkhg
sptpltgckk
esarqgtakl
clpkntkiig
ipgshvditd
qvvkiviral
syaiakndrv
lhsralptsv
vepigwtgty
cvigdgsryt
ivphglvkek
eprdayfqgqy
eqgkasgaqyy
ksvivillmi
rvtgltyspg
etpevtipnw
lptyelvkly
llplvratli
smeeeeskgl
nkheciictve
eyngfiqyta
erchinildk
agkdlliveds
vvhlgktgge
imsgiqtvsk
vliplraaae
mveysyifld
pevmegedly
edpanlrvvt
rmavtvgeqa
emnydwslye
vlfpkirnge
etgkalkgva
pnaiktegte
gyvgklidsl
hirgaavdlv
palaylpyat
npvsvgisvm

rgernvptsl
mcettkrigr
tkeegatkkk
ntqdglyhnk
fqrgvnrslh
wenwyniepw
gknfsfagvl
ttwlgkqlgl
pgkfdtnaed
cdktglnlti
rdltriwnaa
gplgaegltt
vifkklfeggk
scmlanrdtl
ggliesckwe
igdttvgvia
mlkgdyqywf
agevvmmgnl
gdvvkadpgg
vdaamaviti
rpltlilfyl
ylktiktdie
scvsskwqli
kkfyllsgrl
egrkwkggtc
rgqlflrnlp
ltaffgimpr
mgrtrvvcgs
ftcvtasgtp
ntadltemvk
svyqymrlkh
eyhcatpeql
sgqfldiaglk
sqgspyvivat
qrrgrvgrvk
edsllitgle
vtdtyenysf
glssaenall
telkelasgd
iecdkdviiry
vyymnkpst
salkmftptr
lgvgaiaahn



8SxQ ID: 5

nalitnelly
aslpkrgder
vtgsdgklyh
tqkpdrlexg
nkpqgesrkkl
giwpekictg
llvanrtgan
mrgpenfeia
lgkklenkak
gkilhenggh
slttaevipg
tttaflvcly
twkeyspgmk

attvevrtyrr
gyqfkasegl
ndtklgpmpc
dlevtdhhrd
lthnnievet
qeylgkidlc

ktykqkpvgy eepvydqagd plfgergavh pqstlklphk rgerdvptnl
sgnazgpvsg iylkpoplfy gdykepvyhr aplelfsegs mcettkrigr
iyvcidgeli iksatrsygr virwvhnrid cplwvttcsd tkeegatkkk
kmkivpkese kdsktkppda tivvegvkyqg vrkkgktksk ntegdglyhnk
skallawail aivlfqvimg enitqwnlgd ngtegiqram fgrgwnrslh
vpahlatdie lktihgemda sektnytccr lgrheswnkhg

lteggpprec avtcrydras dinvvigard sptpltgckk gknfafagil -

aadvlfkahe rismfgdtt]l ylvdgltnsl egarggtakl ttwlgkqlgi
twfgayaasp ycdvdrkigy iwytimctpa clpimtkivg pgkfgtnaed
lasvlllslvy vlisdfapsta swaylilhfs ipgshvdwmd cdktqlnltvy
svwnlgkyve irpnwwpyet tvvlafeevs gvvklvlral rdlitriwnaa
kiviggueqg 1ilwlllitgv qghldckpef syaiakderi gqlgaegltt
ledtmviawc edgklmylgr ctretrylai lhtralptsv vifkklfdgrk
fefglcpoda kpivrgkfnt tlingpafgm vopigwtgty sctafmmdtl
skpfphrgge itgknlgedl hnecilggnwt cwvpgdgllyk gysissclkwe
phypigkekl enetgyrlwvd stacnregva ivpggtlkck igkttwqvia
rpyeiisseg pvaktactfn ytktliknkyf eprdsyfqqy alkgeyqywf
yfassilvvy wvallggryvl wllvtymvls eqkalgiqyg sgevvmmgnl
yflllylllr sasvkikwvll lyhilvvhpl ksvivillmi gdvvkadagyg
fetvvlivig lilarrdpti vplvtimaal rvtelthgpg -vdiavawnmti

tllmveyvtd yfrykkvlge ilslveavil
isttivtrwk wdvaglllqc wpilllvttl
ravwlggidyt rvdsiydvds sgegvylips
ymsyltldfa yymhrkvige laggtnilsr
rnldikhkvr netvasvyge esvygmpkim

irsliylgri empevtipnw rpltlillyl
vadfltlili lptyelvwkly ylktvrtdte
rqkaggnfsi llpllikatli scvaskwqll
lvealielnw smeseeskgl kkfyllsgrl
tiikastlak srholictve egrewkggte

pkcgrhgkpl tcgmsladfs erhykrifir egnfegmosr oqgkhrrfem drepksacyc
aecnrlhpae egdfwaessa lglkityfal mdgkvydite wagcqrvgis pdthrvpchi

. sfgarmpfrq- ayngfvqyta rgqlflrnlp viatkvimim vgnigeeign lehlgwilrg
_ pavckkiteah ekchinildk ltaffgizpr gttprapvrf ptsllkvrrg letawaythq

ggissvdhvt agkdllveds mgrirvveqs nnrltdetey gvktdegepd garcyvinpa
avnlsgskga vvhlgktgge ftovtasgtp affdlimlkg wveglpifeas sgrvvgrvkv
gineeskptk imagiqtvsk nraditewvk kitsmnrgdf kgitlatgag kttalpkavi
seigrhkrvl vliplraase svyqymrlkh psisfnlrig dakegdsatg ityasygyfc
qupqpklraa mveysyifld eyhcatpeql aligkihrfs esirvvamta tpagsvittg
qkhpiesfia pevakgedly sqfldiaglk ipvdemkgrm lvfvptrnma vevakklkak
gynagyyysqg edpanlrvvt sqepyvivat nalesgetlp dldtvidtgl kcekrvrvas
kipfivtglk mmavtvgeqe Qrrgrvgrvk pgryyrsqst atgskdyhyd llqaqrygie
dginvtksfr esnydwslye sdsllitqle ilnnllised lpasvknima rtdhpepigl
aynsyevqup vlifpkirnge vtdtyenysf lnarklgedv pvyiystede dlawdllgld

stgkalkqvt glasasnall valfgyvgyq alskrhvpmi tdiytiedqgr
ledtthlqya pnaiktdgte telkelasgd vekimgaisd yasgglefvk scuekiktap
1fkenaeaak gyvqkfidsl ienkeeiiry glwgthtaly ksisarighe tafatlvlkw
lafggesved hvkqaawdlv vyyvenkpsf pgdsetqyeg rrivaslfis alatytyktw
oybnlakvva palaylpyvat sallmftptr lesvvilatt iyktylsirk gkedgllgtg
isaamellsq npvevgisve lgvgaiaahn slessagkrt llmkvivinf ldgastdely
kenpakiima lfeavgtign plrliyhlyg vyvykgweaks lssrtagrnl ftlimfeafs
llgmdaqgki rnlsgnyild liyglhkqin rglkimwvlgw spapfscdwt psderirlpt
dnylrvetxc pegyenkafk nvggkltkve esgpflcernr pgrgpwayry tkyyddnlre
ikpvaklegq vehyykgvta kidyskgkml latdkweveh gvitrlakry tgvgfngayl
gdepnhralv erdcatitin tvqflimkkg caftydltis nltrlielvh rnnleeskeip
tatvttwlay tfvnedvgti kpvigervip dpvwdinlgp svgedtsevg itiigretlm
ttgvtpvlek vepdaadnqn svkigldegn ypgpgiqtht lteeihnrda rpfimilgsr
nsisarakta rninlytgnd prairdimas grmlvvalrd vdpelsemvd fhgtfldrea
lealslggpk pkgvtksavr nlieqkkdve ipnwfasddp vilevalknd kyylvgdvge
lkdqakalga tdqtriikev gartymmkls swflkasnkq asltplfsel llrcppatks
nkghaasayq laggnwaplg cgvhlgtipa rrvkihpyea ylklkdfiee sekkprvkdt
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alesseqkrt llmkvfvknf
vyykgweake lsertagrnl

ldgaatdelv kenpekiima
ftlimfeafe llgmeisegki

1feavgtign pirlivhlyy
rnlagnyild linglhkqin

rglkkivigw apapfscdwt psderiript dsylrvetke pegyemkalk nvagklitkve
ssgpficrnr pgrgpwnyrv tkyyddnlre irpvaklegq

latdkwewsh gtltrltk:ry
caftydltis altrlielvh
dpvvdinlqp evgvdtasvg

ypgpgvqtht lvesihnkda
grilvvalrd idpdlselvd
ipduftaddp vildiamkkd
swilgasskq maltplfesl
rxvimhpyea ylklkdlves
seqldreghk raiymngist
pelhnkllei fhtiadpalk
aglvrdlkag rkiryyetai
mynwvkqqpv vipgyegktp
gaigkyyyrk evhkeidtit
niyafcestg vpyksfnrva
geknkvaykf sdiefcahtp
skavafefll myswnplvrr
lkrtgfekla alnlslstly

ipdkgftlqy khyeqlqlga

SEQ ID NO: 7 .
cgtggcttcttggtacgyy

SIQIIE)I‘IO: ]

tgvgtfrgayl gdspuhrdlv
rnnleekeip tatvttwlay
itiigkeawvm ttgvtpwmek
rptimvigak asmsnrakta
fkgtfldrea lealslogpk
kyhligdvve vidqukalga
llrcppatks akghmesayq
eskiprizrdt virehnkwil
wvasasagirle kipivragqtd
htygevtveqg leaginrkga
pknekrdvad dwgagdlvde
1fnifnkerk swdlfinepva
dhavevpvit adgevylrng
kihvegddgf litekglglk
vpvzvadnts symagrdtav
icllvlisgrp etspstagtty
iwtkhtekri iqdcvaigke
etapwmgvgt exyklgpiva

agcggtatattgtacaaagcca

8SEQID NO: §

tgeacqutctgtgaaguuazagaa

S8EQ ID NO: 10

tgcactgtatgtyagggcogagag

vehyykgvia ridyskgktl
erdcatitkn twqflimkkg
tivnedvgtl kpvlgervip
vepdtdnngs avkigldegn
minlytgnd preirdimae
pkqutkaair dllkesrqve
tdqtrivkey gertytmkis
laqunweplyg cgvhlgtvpa
kkikfqognin tkkmlnpgkl
tkeafheaird kidkménrqn
agflekinig evlidsekhly
kkprviqypa aktrlaitke
vafdtkawdt gvisrdlhli
qrgsgqpdts agnsalnvlt
fankigmqilh eagkpqgklte
ilskmatrld ssgergttay
yykgdpigay kdvigrnlse
eguvliwadr lisaktghly
lllrxrlkvl]l maavgass

L]
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PC25951A (16771)

Campo de la Invencidn
La presente Invencién se reflere generalmente a vacunas adecuadas para la

administracién a animales frente a Infecciones viricas. Méas especificamente, la pre-
sente invencién se refiere a vacunas seguras y métodos para preparar dichas vacu-
nae. Las vacunas de la presente invencién contienen al menos dos virus mutantes
vivos de la misma familia 0 moléculas de acido nucleico que codifican dichos virus, en
las que cada uno de los virus o los écldos nucleicos codificadores contiene una muta-
cién que confiere un fenotipo deseable y la mutaciones en los virus estdn en el mismo
sitio gendmico, de manera que loa virus mutantes no pueden recombinarse el uno con
el otro para eliminar [as mutaciones.

Fundamento de la Invencién

La familia virica Faviviridae consiste en los géneros Pestivirus, Flavivirus y
Hepacivirus. El género Pestivirus estd represemntado por las especies del virus de di-
arrea virica Bovina 1 (BVDV-1), BVDV-2, virus de la peste porcina clésica y virus de la
enfermedad de Border. Los virlones de los miembros de la familia encapsaulan geno-
mas de RNA de hebra positiva de aproximadamente 9,5 a 12,3 kb. Los RNA genémi-
cos contienen largas esiructuras contiguas de lectura ablerta (ORF) que se traducen
en poliproteinas que se procesan medlante proleasas celulares y viricas para dar lugar
a las proteinas viricas maduras. Para los miembros de Pestivirus, el ORF codifica una
poliprotefna de aproximadamente 3800 aminoécidos que se procesa de manera co-
traslacional y post-traslacional a las siguientes protelnas viricas maduras (de 5' a 3'):
N™, C, E™, E1, E2, NS2-3, NS4A, NS4B, NS5A y NS5B.

Entre algunos miembros de Pesfivirus se encuentran dos blotipos basados en
su efecto en las células de cultivo de tejido, llamados citopatogénico (citopético o cp) y
no citopatogénico (no citopético o ncp). Los andlisis del genoma revelan inserciones
de secuenciae celulares, algunas veces acompafiadas por duplicacion de secuencias
virales, reagrupamientos gendmicos y/o eliminaciones de secuenclas virales en los
genomas de pestivirua cp, aunque no en los RNA de loca comaspondientes pestivirus
ncp. Esto sugiere que los pestivirus cp se desarrollan a partir de los pestivirus ncp me-
diante recombinacién de RNA.

El BVDV es un patégeno del ganado ampilaments distribuido. El BVDV-1 nor-
maimente produce séio diarea ligera en animales Inmunocompetentes, mientras que
el BVDV-2 puede producir trombocitopenia, hemomraglas y enfermedad fatal agua. El
BVDV es capaz de cruzar la placenta de ganado prefiado y puede dar por resultado el
nacimiento de temeros infectados de forma persistents (Pl) (Maimquist, J. Am. Vet.
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Med. Assoc. 152:763-768 (1868); Ross, et al., J. Am. Vet. Med. Assoc. 188:616-819
(1988)). Los temeros virdmicos son inmunotolerantes al virus y vindmicos de manera
persistente para el resto de sus vidas. Proporcionan una fuente para la epidemia de
enfermedad de mucosa (Lless, et al., Disch. Tierasrztl. Wschr. 81:481-487 (1974)) y
estdn altamente predispuesios a la Infeccién con microorganismos que provocan en-
fermedades tales como neumonlia y enfermedad entérica (Barber, et al., Vel Rec.
117:450-484 (1985)). Pueden exdstir virus de cualquier genctipo como uno de los dos
biotipos, cp o ncp. El fenotipo cp comrelaciona con la expresién de NS3, ya que las cé-
lulas infectadas con BVDV, o blen cp o ncp, expresan ambas el NS2-3, mientras que el
NS3 se detecta edlo después de la infeccién con BVDV cp. El NS3 es colineal a la
parte C-terminal del NS2-3. La expresién del NS3 parece ser un resultado de altera-
ciones gendmicas observadas para el BVDV cp.

Las vacunas virales disponibles en la actualidad Incluyen vacunas virales muer-
tas o de vida atenuada, vacunas de vectores vivos, vacunas de sub-unkiades y vacu-
nas de DNA o RNA. Véase Roth et al., "New Technology For improved Vaccine Safety
And Efficacy®, Veferinary Clinics North America: Food Animel Practice 17(3).585-507
(2001). La atenuacién de loa virus puede lograrse mediante radlacién UV, tratamiento
quimico, o alto paso en serie in vitro. El nimero, posiclén y naturaleza de las mutacio-
nes inducidas por estos métodos son desconocidas ausentes los andlisis de sacuencie
gendmica. La atenuacién puede lograrse también haciendo alteraciones genéticas
definidas, por ejemplo, la eliminacién especifica de secuenclas virales conocidas por
provocar virulencia, o la Insercién de secuenclas en el genoma viral. Una preacupacion
raspecto al uso de vacunas virales de vida atenuada es que los virus mutantes ate-
nuados tlenen el potsncial de recombinarse in vivo para eliminar la(s) mutacién(es)
atenuante(s), restaurando asl la virulencia. Por sjemplo, en presencia de una cepa de
campo virulenta (tipo salvaje), los virus atenuados que tienen eliminaciones en el ge-
noma viral tienen el potencial de recombinarae con la cepa virulenta para restaurar la
secuencla eliminada. Véase, por ejempio, Roth et al., supra. Los pestivirus citopaticos
que tienen Ineercicnea celulares se han observado que también dan lugar a virus no
cliopéticos en cultivo celular medianta la eliminacién de las secuencias celulares, posl-
blemente mediante la recombinacién de RNA. Véase, por ejemplo, Baroth et al., “In-
sartion of cellular NEDD8 coding sequences In a pestivirus®, Virology, 278(2):456-66,
(2000), y Becher et al., "RNA recombination between persisting pestivirus and a vac-
cine strain: generation of cytopathogenic virus and induction of lethal disease”, Journal
of Virology 75(14):6256-85 (2001). Donde se deeea Incluir dos virus mutantes atenua-
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dos de la miama especie, género o familia en una composicion de vacuna, hay una
preocupacién de que los dos virus puedan recombinarse en el animal vacunado elimi-
nando asl las mutaciones atenuantes. Véase, por sjemplo, Glazenburg et al., “Genetic
recombination of pseudorables virus: evidence that homologous recombination be-
twaen Insert sequences is less frequent than between autologous saquences®, Ar-
chives of Virology, 140{4).671-85 (1095).

Permanece una necesidad de desamollar vacunas seguras y eficaces que pro-
tejan a los animales frente a infecciones viricas.
Resumen de Ia Invencién

La presente invencién proporciona vacunas seguras que contienen al menos
doe virus mutantes vivos de la misma famllla o moléculas de écido nucleico que codifi-
can dichos virus, en las que cada virus o el dcido nucleico codlificador contiene una
mutacién que confiere un fenctipo deseabls, y las mutacicnes en los virus estdn en el
miamo sitio gendmico, de manera que loa virus mutantes no pueden recombinarse el
uno con el ofro para eliminar las mutaciones.

La presente invencién proporciona también un método para preparar una vacu-
na viral segura selecclonando o construyendo dos o més virus mutantes vivos de [a
misma famiia, género o especia, en el que cada virus contiene una mutacién que con-
fiere un fenotipo deseable, y las mutaciones en los virus reskie en el mismo sitio ge-
némico, de manera que los virus mutantes no pueden sufrir recombinacién de homdlo-
gos para eliminar las mutaclones.

La presente invencién proporciona ademés un método para proteger a un anl-
mal frante a Infecciones viricas administrando al animal una composicién de vacuna de
la prasenta invenclon.

Breve Descripcién de los Dibujos

Figura 1. Alineacién de las inserciones celulares y secuencias virales de flan-
queo de las regiones NS2-3 de la cepa BVDV-1 NADL y la cepa BVDV-2 53837.
Descripcién Detallada de Ia Invencion

Onicamente 88 ha reconocido de acuerdo con la presents invencion que los vi-
rue mutantes vivos de la misma familia que contlenen mutaciones en el mismo sitio
gendmico de los virus, no pueden recombinarse con cualquier ofro para eliminar las
mutaciones.

Por conaigulents, en una realizacién, ia presente Invencién proporciona com-
posiciones de vacuna seguras que contienen al menos dos, es decir, dos 0 mds, virus
mutantee vivos de la misma familla, o moléculas de écido nucleico que codifican di-
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chos virus, en los que ias mutaciones en los virus estdn en el mismo sitio genémico,
de manera que los virus mutantes no pueden recombinarese el uno con el otro para
eliminar las mutaciones.

En ofra reallzacién, la presante invencién proporclona un método para preparar
una vacuna viral segura, como se describe en adelante. De forma especifica, una va-
cuna segura se prepara seleccionando o construyendo dos 0 més virus mutantes vivos
de la misma familia, género o especie, en la que cada virus contiene una mutacién que
confiere un fenotipo deseable (por ejemplo, atenuacién de la virulencia, alteracion de
tropismo celular o blotipo, alteracién del tropismo de la especie, o0 expresién de un mé-
dulo de genes extrafios), y las mutaciones en los virus eatén en el mismo sitio genémi-
co, de manera que los virus mutantes no pueden sufrir recombinacién de homdlogos el
uno con el otro para eliminar las mutaclones.

El tdrmino “vacuna® o “composicién de vacuna® se reflere a una composicién .

que contiene virus mutantes vivos que, mediante inoculacién en un animal, induce una
inmunidad completa o parcial a la versién patogénica de los virus o alivia los sintomas
de enfermadades provocadas por las versiones patogénicas de los virus. Los efectos
protectores de una composicion de vacuna frente a un virus se alcanzan normaimente
induciendo en el sujeto una respuesta inmune, o bien una respuesta inmune mediada
por células o humoral, o0 una combinacién de ambas. Hablando generaiments, las Inci-
denclas eliminadas o reducidas de Infeccién virica, ia mejora de los sintomas o la ell-
minacién acelerada de los virus de los sujetos Infectados, son Indicativas de los efec-
fos protectores de la composicién de vacuna.

Por “animal” se pretende incluir péjaros, por ejemplo, polios, pavos, aves acud-
ticas domésticas, y cualquier mamifero, por ejemplo, ganado vacuno, oveja, cerdo,
cabras, perros, getos y caballos.

La terminologia “virus®, “aislados virales® o "capas virales® como se usa en este
documento, se refiere a particulas virales o virlones que contienen DNA o RNA gend-
mico virico, proteinas ascciadas y otros constituyentes quimicos (tales como l(pkios).

Por "molécula de écido nucleico que codifica un virus® o "molécula de écido nu-
cleico de un virus® se entiende la molécula de éckio nucleico genémico del virus, o
blen en forma de RNA o de DNA.

Por “mutacién” se pretende incluir la eliminacién, Insercién o sustitucién de uno
0 més nucledtidos, o una de sus combinaciones. De acuerdo con la presents inven-
clon, la mutacion confiere preferiblemente un fenotipo deseable, por ejemplo, atenua-
cién de la virulencia, alteracion del troplamo celular o biotipo, alteracién del tropismo
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de la especle o expresion de un médulo de gen extrafio. Las mutaclones eapeclaimen-
te preferidas son mutaciones que confieren virulencia atenuada.

Por "atenuacion” se entiende que el virus ha perdido aigo o toda su capacidad
de proliferar y/o provocar enfermedad en un animal infectado con el virus. Por ejempio,
un virus atenuado puede ser un virus que no es capaz de replicarse del todo o eatd
limitado a uno o a algunos circulos de replicacion, o restringkio en el troplemo celular o
de tejido, cuando estd presente en un animal en que una versién patogénica de tipo
salvaje del virus atenuado puede replicarse.

Un virus atenuado puede tener una o mds mutaciones en un gen ¢ genes que
estén implicados en la capacidad patogénica del virus. Dichas mutaciones también se
refieren en este documento como ‘mutacién(es) atenuante(s)". Un virus atenuado
puede producirse a partir del virus patogénico de tipo salvaje mediante radiacién UV,
fratamiento quimico, o el alto paso en serie de virua patogénico de tipo salvale in vitro,
De manera alterativa, un virus atenuado puede producirse a partir del virus patégeno
de tipo salvaje, haciendo una eliminacion especifica de secuenclas virales conocidas
para conferir virulencia, Insercién de secuencias en el genoma viral, o haclendo muta-
clones en uno o méas puntos en ef genoma virico. Un virus atenuado puede ser un als-
lado virico obtenido de un animal, cuyo aislado se deriva de la versién patogénica de
fipo salvaje del virus a través de acontecimientos diferentes a medios artificlales, por
ejemplo, acontecimientos que han ocurrido en un animal anfitrién tal como la recombi-
nacion.

Los dos 0 mas virus mutantes vivos presentss en las composiciones de vacuna
de la presante invencitn contianen mutaciones que estdn en el mismo sitio gendmico.
Por "mismo sltio genémico® se entlende que cuando las secuencias gendmicas de nu-
cledtidos de los virus se alinean, las mutaciones en ke genomas viricos traslapan con
cualkquier otra tal que no hay oportunkiad para la recombinacién de homdlogos entre
los genomas viricos para efiminar las mutaciones. En otras palabras, cuando las se-
cuencias gendmicae de nucledtidos de los virua se alinean, hay al menos una parte
contigua de las secuencias alineadas donde las secuenclas en los genomas viricos
alineados son sacuencias mutantes. Hay un nimero de programas informéticos que
comparan Yy alinean secuencias de acidos nucleicos que puede usar un experto en la
técnica. Las secuencias se alinean con propésitos de comparacién 6ptima (por ejem-
plo, pueden Introducirse huecos en una secuencia de écido nuclelco para la éptima
alineacién con una segunda secuencla de dcido nucleico). Por ejemplo, los programas
NBLAST y XBLAST como se describen en Altachul, et al., 1880, J. Mol. Blol. 215:403-
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410, ol programa Gapped BLAST como se describe en Altechul et al., 1897, Nucleic
Acids Res. 25:3389-3402, y el programa PS|-Blast como se describe en Altschul et al.,
1867, supra. Cuando se utilizan los programas BLAST, Gapped BLAST y PSi-Blast,
pueden usarse los pardmetros por defecto de ios respectivos programas (por ejemplo,
XBLAST y NBLAST) (véase hitp://www.ncbl.nim,nih.gov).

Generaiments hablando, el concepio de la presente invencidn, es decir, inclu-
yando en la misma composicién de vacuna dos 0 més virus mutantes vivos de la mis-
ma familia que tienen mutaclones en el mismo sitio gendémico, se aplica a virus mutan-
tes de cualquler familla donde los genomas viricos tienen suficients identidad secuen-
clal para parmitir la recombinaciin de homélogos. Se ha mostrado que una identidad
de nucledtidos tan corto como 15 nucleétidos puede llevar a la eficaz recombinacion
de homdlogos (Nagy y Bujareki, J. Virol. 69:131-140, 1885).

La presente Invencitn se aplica especlaimente a virus de la familia Flaviviridae.
La famllia Flaiviridae consiste en los géneros Pestivirus, Flavivirus y Hepacivirus. Los
viriones de los miembros de la familla Flaivindae encapsulan genomas RNA de hebra
positiva de aproximadamente 8,5 a 12,3 kb. Los RNA gendmicos que contienen largas
estructuras contiguas de lectura abierta, que se traducen en poliproteinas que se pro-
cesan mediante proteasas celulares y viricas para dar lugar a las proteinas viricas
maduras.

Preferiblements, loa virus mutantes de la composicién de vacuna de la presen-
te invencién son del mismo género, de eapaciea o bien iguales o diferentes.

En una reallzacién preferida, la composicién de vacuna de la presente Inven-
cién contlene dos o mas virus mutantes vivos del género Pestivirus. El género Pestivl-
rus se represanta por las especies del Virus de Diarrea Virica Bovina Tipo 1 (BVDV-1),
Virus de Diamrea Virica Bovina Tipo 2 (BVDV-2), virus de peste porcina clésica y virus
de la enfermedad de Border. El ORF codifica una poliproteina de aproximadamente
3800 aminoécidos, que se procesa de forma co-transiacional y post-transiacional a las
sigulentes proteinas viricas maduras (de 5' a 3'): N™, C, E™, E1, E2, NS2-3, NS4A,
NS4B, NS5A y NS5B.

Normaimente, el BVDV tiene un genoma en forma de RNA. El RNA puede
transcribirse en forma inversa a DNA para usar en la clonacion. Asl, Ias referenclas
hechas en este documento a secuencias de dcldo nucleico y BVD viral abarcan tanto
secuenclas de RNA como secuenclas de DNA virico derivadas de las secuencias de
RNA virico. Por convenlencia, las secusncias genémicas de BVDV como se represen-
tan en el LISTADO DE SECUENCIA posterior, sdlo se refieren a las secuencias de
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DNA. La secuencia de RNA comespondiente para cada uno es faciiments aparente
para los expertos en |a técnica.

En una realizacidn més preferida, la composicién de vacuna de la presente in-
vencién contiene un BVDV-1 citopdtico y un BVDV-2 citopético, en los que las muta-
ciones en ambos virus asociadas con el biotipo citopéatico estién en el mismo sitio ge-
némico, por lo que los dos virus mutantes no pueden recombinarse para eliminar las
mutaciones.

BVDV-1 y BVDV-2 representan dos genotipos estrechamente relacionados de
BVDV. Las secuencias de nucledtidos de los dos virus oscilan aproximadaments en el
70% de la Identidad sobre el genoma total, y un porcentaje de identidad ligeraments
superior dentro de la reglén N52-3. Se cree que el porcentaje de identidad entre los
genomas virales de BVYDV-1 y BVDV-2, al menos en [a regién NS2-3, es suficiente
para permitir la recombinacién de homélogos.

Los BVDV-1 normaimente producen sdlo diarrea ligera en los animales, mien-
tras que los BVDV-2 son virue con alta virulencia que pueden producir frombocitope-
nia, hemorragias y enfermedad fatal aguda (Corapli et al., J. Virol. 63:3834-3843; Bolin
etal, Am. J. Vel Res. 53:2157-2163; Pellerin et al., Virology 203:260-268, 1994; Rid-
path et al., Virology 205:66-74, 1994; Carman et al., J. Vel. Diagn. Invest. 10:27-35,
1988). Los dos tipos de virus tienen distintas antigenicidades determinadas por un pa-
nel de Mab y por neutrallzacion cruzada usando antisuero especifico para el virus ob-
tenido en animales (Corapl et al., Am. J. Vel. Res. 51:1388-1384, 1880). Los virus de
cualquier genctipo pueden existir como uno de los dos bictipos, citopatogénico (cltopé-
fico o cp) o no cltopatogénico (no cltopético o ncp). Los virus cp inducen efectos cito-
péticos (por ejemplo, lisls celular) en células cultivedas, mientras que los virus no cito-
péticos no.

Es deseable preparar vacunas que proporcionen proteccién tanto frente a
BVDV-1 como a BVDV-2. Sin embargo, por el atto grado de ldentiklad secuencial entre
los dos virus, hay una posibilidad de que un BVDV-1 citopdtico vivo y un BVDV-2 clio-
pético vivo incluidos en la misma composicion de vacuna pudieran recombinarse uno
con el otro en el animal vacunado para dar virus no cliopdticos. Se ha documentado la
recombinacién entre BVDV-1 y BVDV-2. Véass, por ejemplo, Ridpath et al., Virology
212:259-262 (1995). La Infaccion del feto en una vaca prefiada con virus ncp antes de
desarrollarse la inmunocompetencia puede dar por resultado que el feto permanezca
virémico a lo largo del periodo de gestacién y el posterior nacimiento de un temero que
permanece virdmico de forma persistents. Dicho temero puede morir de enfermedad
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mucosa por superinfeccién con un BVDV cp. Por consiguients, las composiciones de
vacuna proporcionadas mediante la presente invencién, que contisne BVDV-1 ¢p vivo
y BVDV-2 cp vivo que tlenen mutaciones en el mismo sitio gendmico, son especlal-
mente deseables para proteger animales tanto frente a BVDV-1 como a BVDV-2.

En una realizaclén, los alslados de BVDV cp obtenidos a partir de animales,
pueden usarse en la composicion de vacuna de la presents invencién. Los alsiados cp
tanto de BVDV-1 como de BVDV-2 se han presentado y estén disponibles para los
expertos en la técnica, por ejlemplo, BVDV-1 NADL (ATCC n°® VR-1422 o VR-534),
BVDV-2 cepa 53837 (depositada con el ATCC como PTA-4859), y eislados de campo
tipo 2 tales como los descritos por Rkipath y Nelll, J. Viro/ 74:8771-8774 (2000). Loa
aislados cp presentados tan lejos, contienen tipicaments una insercién de una se-
cuencia heterdloga, por ejemplo, una secuencia que codifica la ublquitina (nimero de
adquisicion del Genbank M88687 o De Moeriooze et al., J. Gon. Virol, 74:1433-1438
(1983)), una sacuencia que codifica la NEDD8 bovina (Baroth et al., supra), o0 una se-
cuencia que codifica el DnaJ1 Bos taurus (como se describe en log Ejemplos posterio-
res), entre otros.

En otra realizacién, un BVDV cp se genera haciendo alteraciones definidas en
el genoma de BVDV, por ejemplo, eliminando secuencias virales especificas, Insertan-
do secuencias en un sltic genémico viral especifico, o haciendo una o més sustitucio-
nes, o sus combinaciones.

Donde se genera un BVDV cp insertando una secuencla heterdloga (es decir,
extrafia al virus) en un sitio genémico especifico, la naturaleza de la secuencla a inser-
tar generaiments no es critica para la presents Invencién. Adggfiss, la Insercién no estd
limitada a cualquier sitio particular mientras la Insercién de por resultado un fenotipo
atenuado. Ya que las secuencias heterdlogas en aislados cp se encuentran a menudo
on la region NS2-3, la region NS2-3, especiaimente la parte circundants al sitio putati-
vo de division de NS2-3 que comesponde a, por ejemplo, residucs de aminodcidos n®
1679 a n°® 1880 de la cepa BVDV-1 NADL (la numeracién se basa en la secuencia ge-
némica publicada con n° de adquisicién del Genbank M31182, SEQ ID NO: 4), es una
posicion preferida para las Inserciones.

Un BVDV-1 cp puede generarse haciendo una alteracién genémica definida
que Imita la mutacién identificada en un alslado de BVDV-2 cp obtenido de un animal,
de modo que estos virus tengan mutacicnes asocladas con el biotipo cp en el mismo
sitioc gen6mico. De manera similar, un BVDV-2 cp puede generarse por medio de ge-
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nerar una afteracién gendmica definkia que imite la mutacién dentificada en un alslado
de BVDV-1 ¢p obtenido de un animal.

En una reailracién preferida, la composicién de vacuna de la presente inven-
cién contiene NADL (un alslado de BVDV-1 cp) y BVDV-2 53637 (un alslado de BVDV-
2 cp), donde cada uno de los dos aisladoa de cp contienen una mutaclén en el mismo
sitio gendmico que da por resultado el biotipo cltopético. La secuencia genémica de la
cepa BVDV-1 NADL se propone en SEQ ID NO: 4, y la cepa BVDV-2 536837 se deposi-
5 con el ATCC como PTA-4858. Ambos aislados contienen una Insercién en la regidn
NS2-3. El BVDV-1 ¢p atenuado contiene una insercién de una secuencia 3' de la timl-
dina que codifica DnaJ1 Bos taurus en |a posicién de nucledtido n® 4083 (numeracién
de la secuencia de NADL), que es el tercer nucleétido del codén que codifica el resl-
duo de glicina en la posicién de aminodcido 1538. El BVDV-2 cp aetenuado contiene
una insercién de una secuencia que codifica DnaJ1 Bos faurus en el mismo sitio ge-
noémico. )

Segin la presente invencién, los alalados de BVDV cp empleados en |a presen-
te composicién de vacuna se han atenuado y son por lo tanto no patogénicos. Se co-
nocen métodos de atenuacion por los expertoa en la técnica y también se describen
més tarde.

En otra realizacién, la composicién de vacuna de la presente invencién contie-
ne un BVDV-1 atenuado y un BVDV-2 aetenuado, en los que las mutaciones atenuan-
tes en ambos virus estén en el mismo sitio genémico, de manera que los dos virus
mutanies no pueden recombinarse para eliminar las mutaciones atenuantes.

Un BVDV atenuado se genera por radicacién UV, tratamiento quimico o ailto
paso en serie de la versién patogénica de loe virus in vitro. El andlisis de la secusncia
puede lievarse a cabo para determinar la naturalaza y la posicidn gendmica de muta-
ciones generadas por estos métodos. La mulacién puede estar en forma de elimina-
cion, insercidn o sustitucién de uno o més nucledtidos, o una de sus combinaciones.
De forma altemativa, un BVDV atenuado ae genera haclendo slteraclones definidas en
el ganoma del BVDV, por ejemplo, eliminando secuencias virales especificas, Inaer-
tando secuencias en un sitic genémico viral especifico o haclendo una o més sustitu-
ciones, o0 sus combinaciones.

Como se describe anteriormente, ke virus mutantes vivos para usar en la com-
posiclén de vacuna de la presente invencién pueden ser de la misma familla, género o
eapecie, donde los genomas virales tlenen suficlente identidad de secuencla para
parmitir la recombinacién de homdlogos. Ejemplos adicionales de combinaciones de
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virus apropiadas para usar en la composicién de vacuna de la presente invencién in-
cluyen, aunque no estdn limitados a, combinaciones de diferentes tipos de virus de la
polio, combinaciones de miltiples cepas mutantes vivas del virua de la bronquitis in-
fecciosa, combinaciones de miiltiples cepas mutantes vivas del virus de la enfermedad
de Newcastie, combinaciones de adenovirus-1 canino y adenovirue-2 canino, combl-
naciones del virue-1 del herpes equino y del virus-4 del herpes equino, combinaciones
de miditiples cepas mutentes vives del virus de la gripe, combinaclones de mditiples
cepas atenuadaes vivas del calicivirus felino, combinaciones de miltiples serctipos de
Rotavirus, combinaciones de miuiltiples serotipos de Rinovirus, combinaciones de mal-
tiples serotipos del virus de la Flebre aftosa, combinaciones de los genotipos Europeo
y Norteamericano del virus del sindrome reproductor y respiratorio porcino, combina-
clones de las cepas patrén y variante del virus de la bursitis infecclosa.

De acuerdo con [a presente invencion, aunque las particulas viricas son la for-
ma preferida para usar en ias vacunas, las moléculas de écido nucleico que codifican
virus mutantes de la misma familla, género o especle, pueden usarse direciaments en
vacunas tamblén. La molécula de DNA o RNA puede estar presente en una forma
"desnuda” o puede estar combinada con un agente que facilita la absorcién celular
(por ejemplo, liposomas o lipidocs catiénicos). Las vacunas y los procedimientoa de
vacunacion que utilizan écidos nucleicos (DNA o mRNA) ee han descrito bien en la
técnica, por ejemplo, Patente de EE.UU. n® 5.703.055, Patente de EE.UU. n®
5.580.859, Patents de EE.UU. n°® 5.589.468, Publicacién de Patente Internacional WO
88/35562, y por Ramsay et al., 1997, /Immunaol. Cell Biol, 75:380-383; Davis, 1897, Cur.
Opinion Biotech. 8:835-840; Manickan et al., 1887, Critical Rev. Immunol. 17:130-154;
Robinson, 1887, Vaccine 15(8):785-787; Robinson et al., 1898, AIDS Res. Hum. Relr.
12(5):455-457, Lal y Bennett, 1088, Critical Rev. Immunol, 18:449-484; y Vogel y Sar-
ver, 1885, Clin. Microbiol. Rev. 8(3):408-410, todos los cuales se Incorporan en este
documento por referencia.

Ademas de dos 0 més virus mutantes vivos de la misma familla, género o es-
pecie, las composiciones de vacuna pueden Incluir otros componentes antigénicos.
Otros componentes antigénicos apropiados para usar de acuerdo con la prasents In-
vencién incluyan, aunque no estén limitados a, antigenos preparados a partir de bacte-
rias patogénicas tales como Mycoplasmea hyopneumonia, Haemophilus somnus, Hae-
mophilus parasuis, Bordetella bronchiseplica, Bacilus anthracis, Actinobacillus pleu-
ropneumonie, Pasteurella mulfocida, Mannhemia haemalytica, Mycopiasma Bovis,
Mycoplasma galanacieum, Mycoplasma gallisepticum, Mycobacterium Bovis, Myco-
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bacterium paratuberculosis, Ciosiridie! spp., Streptococcus ubena, Streplococcus suis,
Staphylococcus aureus, Erysipelothrix rhusopathiee, Campylobacter spp., Fusobacts-
rium necrophorum, Escherichia coli, Lawsonia iniraceliularis, Listeria monocytogenes,
Rickefisia ricketisii, Borrolia spp., Ehrfichia spp., Chlamydia spp., Brucelia spp., Vibrio
spp., Saelmonella enferica serovars, Leplospira gpp., hongos patogénicos tales como
Candida, protaxoos tales como Cryplosporidium parvum, Neospora canium, Toxo-
plasma gondii, Eimeria spp., Babesia spp., Giardia spp., heimintos tal como Osfertagia,
Cooperia, Haemonchus, Fasciola; o bien en la forma de un preparado celular inactiva-
do total o parcial, 0 en la fooma de moléculas antigénicas obtenidas por técnicas de
ingenleria genética o sintesis quimica. Antigenos adicionales incluyen virus patogéni-
cos tales como virus de la enfermedad de Marek, virus de la bursitis Infecciosa, virus
de la enfarmedad de Newcastle, virus de la anemia del pollo, virus de la viruela de las
aves de cormal, virus de leucosis aviar, virus de laringotraqueltis infecciosa, virus reticu-
loendotellal, parvovirus canino, virus del moqullio canino, virus del herpes canino, ¢o-
ronavirus canino, parainfluenza-5 canina, virus de panleucopenia felina, virus del her-
pes felino, calicivirus fefino, virus de inmunodeficiencla felina, virus de peritonitis infec-
ciosa felina, virus de! herpes equino, virus de arteritis equina, virus de anemia infacclo-
aa equina, virus de encefalitls equina orlental, virus de encefalitis equina occldental,
virus de encefalitis equina venezolana, virus del Nilo occidental, virus de gastroenteritie
transmisible, coronavirus bovino, virus-1,3,6 del herpes bovino, virus de parainfluenza
bovina, virus sincitial respiratorio bovino, virus de leucosis bovina, virus de la peste
bovina, virus de la fiebre afiosa, virue de la rabla, virus de la fiebre del cerdo Africano,
parvavirus porcino, virus PRRS, circovirua porcino, virus de la gripe, virus de la enfer-
medad veslcular porcina, virus de la flebre de Techen, virus de la peeudorabia, o blen
on la forma de preparado virico (atenuado) vivo modificado, un preparado de virus
inactivado total o parclal, o en la foorma de molécules antigénicas cbtenidas por técni-
cas de Ingenieria genética o sintesis quimica. Cuando se usan virus vivos atenuados
adiclonales, dichos virus adicionales serian praferiblemente de una famllia diferente de
aquella de los dos virus atenuados principales, como se describe anteriormente.

En una realizacién preferida, la presents invencién proporciona una composl-
cién de vacuna que contiene un BVDV-1 cp atenuado derivado de la cepa BVDV-1
NADL, un BVDV-2 cp atenuado derivado de la cepa BVDV-2 53837, donde cada uno
de los dos alslados cp contienen una mutacién asoclada con el biotipo cp en ol mismo
sitio gendmico, y al menos uno {(es decir, uno o mas) de los siguientes componentes
antigénicos, o bien en forma Inactivada o viva modificada: virus-1 del herpes bovino,
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virus sincitial respiratorio bovino, virus-3 de pansinfluenza, Campyiobacter fetus, Lep-
fospira canicola, Laplospira grippolyphosa, Leptospira hardfo, Lectospira lcterohae-
moirhagiae, Leptospira pomona, © Mannhemia haemplytica.

Ademés, las composiciones de vacuna de la presente invencidn pueden incluir
uno o mée vehiculos veterinariamente aceptables. Como se usa en este documento,
"un vehiculo veterinariamente aceptable® incluye cuaiquiera y todos los disolventes,
medios de dispersion, revestimientos, adyuvantes, agentes establiizadores, diiuyentes,
consarvantes, agentes antibacterianos y antifungickias, agentes isoténicos, agentes
retardantes de la adsorcién y similares. Los diluyentes pueden Inclulr agua, solucién
salina, dextrosa, etanol, glicerol y simllares. Los agentes Isotdnicos pueden incluir clo-
ruro sédico, dextrosa, mannitol, sorbitol y laciosa entre otros. Los estabilizadores in-
cluyen albdmina entre otros. Las composiciones de vacuna pueden Incluir ademss uno
o mas agentes iInmunomodulatorios distintos tales como, por ejlemplo, interleuquinas,
interfoeronas y otras citoquinas.

Adyuvantes adecuados para usar en las composiciones de vacuna Incluyen,
aunque no estdn limitados a, el sistema adyuvante RIBI (Ribl inc.), alumbre, gel de
hidréxido de aluminio, emuisiones de aceite en egua, emulsiones de agua en acelte
tales como, por ejemplo, adyuvantes completo e incompieto de Freund, co-polimero de
bloque (CytRx, Afianta GA), SAF-M (Chiron, Emeryvilla CA), adyuvante AMPHIGEN
saponina, Qui A, colesterol, QS-21 (Cambridge Blotach Inc., Cambridge MA), u otras
fracciones saponinas, lipido A monofosforilo, adyuvante lipido-amina Avridine, entero-
toxina mdévil al calor de E. Cali (recombinante o de otra forma), toxina del cdlera o di-
péptiio de muramlio, entre muchos ofros.

Tipicamente, un virus mutante vivo esté presente en una vacuna en una canti-
dad de aproximadaments 1 x 10° y aproximadamente 1 x 10® particulas de virus por
dosls, con un vehiculo veterinariaments aceptable, en un volumen de entre aproxima-
daments 0,5 y aproximadamente 5 ml. La cantidad precisa de un virus en una compo-
alcion de vacuna eficaz para proporcionar un efecto protector puade determinarse por
un veterinario experto. Donde se usa la molécula de DNA o RNA del virus en la vacu-
na, la cantidad de los dcidos nucleicos estarian generaimente entre aproximadamente
0,1 ug/ml! y aproximadamente 5,0 mg/ml.

Las composiciones de vacuna de la presente Invencién pueden hacerse de di-
versas formas dependiendo de la ruta de edministracién. Por ejemplo, las composicio-
nee de vacuna pueden hacerse en forma de discluciones o dispersiones acucsas esté-
riles adecuadas para uso Inyectable, o hacarse en formas licfiizadas usando técnices
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de secado por congelacion. Las composiciones liofilizadas se mantienen tipicaments a
aproximadamente 4°C, y pueden reconstituiree en una disolucién de estabilizacién, por
ejemplo, solucién salina o/y HEPES, con o sin adyuvants.

Las composiciones de vacuna de la presente invencion pueden administrarse a
un animal para tretar o prevenir una enfemedad provocada por las versiones patogé-
nicas de los virus en las composiclones de vacuna. Por lo tanto, los métodos de vacu-
nacién de un animal frente a una enfermedad provocada por un virus también se pro-
porcionan por la presente invencion.

En la préctica de los métodos actuales, una composicién de vacuna de la pre-
sente Invencién se administra a un animal preferiblemente por medio de rutes parente-
rales, aunque pueden usarse también otras rutas de administracién, tal como por
aejemplo, por administracién oral, Intranasal, intramuscular, dentro del nodo linfatico,
intradérmica, Intraperitoneal, subcutdnea, rectal o vaginal, © por una combinacién de
nnas. Pueden necesitarse regimenes de estimulacién y el régimen de dosificacién
puede ajustarse para proporcionar una vacunacién ptima.

La presents invencién se llustra adiclonalmente por, aunque de ninglin modo
limitado a, los siguiente ejemplos.

EJEMPLO 1
- 3 Lg Pos : i6n Celular En La Cepg BVD

Se determiné una parte de la secuencia de la regién NS2-3 de BVDV2-53637
para Identificar y trazar un mapa de la posicién de cualquier Insercién celular en la re-
gién. Un producto RT-PCR de 670 bases se ampiificé a partir del RNA viral, usando un
iniciador directo 53837U1 (5'-CGTCCACAGATGGTTTGGT-3'; SEQ ID NO: 1) y un
iniclador Inverso 538371 (§GGCTATGTATTGGACGTAACCC-3'; SEQ ID NO: 2). El
producto RT-PCR se purificd y se sometid a andlisia secuencial (SEQ ID NO: 3).
Cuando se alined con BVDV1-NADL (nimero de adquisicidn del Genbank M31182,
SEQ ID NO: 4), se observaron simiiitudes liamativas (FIGURA 1). Ambos virus conte-
nian una insercién en la estructura derivada del gen DnaJ1 Bos taurus. En ol caso de
NADL, la insercién era de 80 aminoédcidos (270 nucledtidos) de longitud y estaba si-
tuada entre la glicina-1536 y la prolina-1627 en la poliproteina NADL. Estas coordena-
das cormaspondian a la glicina-1538 y la prolina-1537 en cepas BVDV1 no citopéticas
tales como SD-1 (nimero de adquisicin del Genbank AAA42880, SEQ ID NO: 8),
indicando que la alteracién del genoma en el NADL era una Insercién sencllla sin eli-
minacién concomitante o duplicacién de las secuenclas virales de flanquec. Como
BVDV1-NADL, hablfa una insercién de una parte del gan DnaJ1 Bos taurus en BVDV2-
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estuvieran presentes a niveles detectables, se esperaria que dieran productos del pri-
mer recorrido de 282 bp (BVDV1-NADL) o 277 bp (BVDV2-53837). Los recombinantes
Intertipicos serfan similares en tamafio a uno de los padres, o de longitud intermedia,
dependiendo de la posicién del sitio de recombinacién. Los BVDV no citopaticos nunca
s0 detectaron despuéa del RT-PCR de primer recorrido.

Para aumentar la sensibilidad de deteccién de BVDV no citopético en presencia
de un gran exceso de BVDV cltopdtico, se Incluyd una etapa de digestién de enzima
de restriccion antes del PCR encajado para destrulr los mayores templados de NS2-3
derivados de los virus cliopdticos. Una combinacion de Msp/ y Dral se selecciont en
base a Ila observacion de que cortaban dentro de la insercién DnaJ1 Bos faurus pero
no cortaba las secuencias virales de flanqueo. En el PCR de segundo recorrido (hemi-
encajado), 8o usaron inicladores directos 53837U2 (5-
TGCACGATCTGTGAAGGGAAAGAA-3', SEQ ID NO: 9) o NADL4B44 (5'-
TGCACTGTATGTGAGGGCCGAGAG-3', SEQ ID NO: 10) en conjunto con los mismos
dos Iniciadores Inversos 53837L o NADL5305. )

Se usaron combinaciones apropiadas de Inicladores para intentar detectar re-
combinantes Intertipicos ademée de BVDV1 y BVDV2. El tamafio esperado de produc-
to RT-PCR era 462 bp para BVDV1-NADL cltopético y 570 bp para BVDV2-53637 cl-
topético (presente en bajos niveles debido a la digestion incompleta de los productos
RT-PCR de BVDV cltopdatico). Los virus no citopéticos, si estuvieran presentes a nive-
les detectables, se esperaria que dieran productos de segundo recomido de 192 bp
(BVDV1-NADL) o 177 bp (BVDV2-53637). Los recombinantes Intertipicos serian siml-
lares on tamafio a uno de los padres, o de longltud Intermedia, dependiendo de la po-
sicién del sitio de recombinacién. Los BVDV no citopéaticos nunca se detectaron des-
pués del PCR de segundo recomrido. En algunas reacciones individuales, se vieron
bandas abemrantes de diversos tamafios. Todes las bandas entre 100 y 300 bp se con-
sideraron que eran productos no citopdticos potenciales y se sometieron al andlisle
secuencial de DNA. En todos los casos la banda aberrante fue el resuliado de falso
inicio durante el PCR. No hubo evidencla de virus no cltopéticos en ninguno de los
estudios.

3
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53837. La Insercion celular era mayor (131 aminoécidos, 393 nucledtidos), extendién-
dose en ambas direcciones respecto a la insercién en BVDV1-NADL. La posicion de la
insercién celular dentro de la region NS2-3 ema Idéntica en ambos virus. A diferencia
de BVDV1-NADL, la Ineercién de BVDV2-53837 estaba acompafiada por una elimina-
cién de 5 aminoédcikdos (15 nucledtidos) de sacuencias virales de flanqueo. Tres resi-
duos de eminoécido estaban ausentes flanqueando el extremo §' de la Insercidn,
mientras dos residuos de aminoécido estaban ausenties flanqueando el extremo 3’ de
la Insercién. Porque las Inserciones celulares estaban en la misma posicion gendmica
en los dos virus de la vacuna, no podian sufrir recombinacién de homélogos para ell-
minar la Insercién para generar un virus quimérico no citopético.

Para determinar sl los dos virus de vacuna son capaces de recombinarse para
generar niveles detectables de BVDV no cltopdticos, los virus se co-cultivaron en célu-
ias susceptibles y se usd un ensayo RT-PCR hemi-encajado sensible para detectar
virus no cliopdticos potenciales de entre un exceso de productos muy cltopéticos que
adn contenian ia insercién celular. Para aumentar la probabilidad de recombinacién
Intertipica in vitro, cada virus se inoculé simultdneamente en células BK-8 confluentes
en placas de 6 pocilios en una multiplickiad de infeccién de 2-4 (12 replicados por ex-
perimento). Después de 2-3 dlas de co-cultivo, las células se congelaron y desconge-
laron dos veces, y los restos cefulares se aliminaron mediante centrifugado de baja
velocidad. El fluido sobrenadante resultarte se usé después como Inoculador pera el
siguiente paso. Un total de slete pasos en serie se llevaron a cabo en varios estudics.
Durantes los pasos, BVDV1-NADL crecid mas ripidamente que BVDV2-53837, aun-
que @l virus tipo || era ain detectable después de slete pasos usando RT-PCR encaje-
do. Se empled un ensayo RT-PCR hemi-ancaljado sensible en un Intento de detectar
cualquler virus no citopéatico.

En el RT-PCR del primer recorrido, se usaron Inicladores directos 53637U1
(SEQ ID NO: 1) 0 NADLA744 (5'-CGTGGCTTCTTGGTACGGG-3', SEQ ID NO: 7) en
conjunto con inicladores inversoca 53837L (SEQ ID NO: 2) o NADL5305 (5'-
AGCGGTATATTGTACAAAGCCA-3', SEQ ID NO: 8). Las cuatro combinaciones de
inicladores directos e Inversos se usaron para detectar BVDV1, BVDV2 y recombinan-
tes Intertipicos. El tamafio esperado del producto RT-PCR era 562 bp para BVDV1-
NADL citopético y 670 bp para BVDV2-53837 cltopético. Los virus no citopéticos, sl

Y
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SEQIDNO DESCRIPCION
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Iniciador directo 53837U1

Iniclador Inverso 536371

Producto RT-PCR de 670 bp de la regién N82-3 de la cepa BVDV2 53837

Secuencla genémica de BVDV1-NADL (ndmero de adquisicién del Genbank M311682)
Sscuencia de poliproteina de BVDV1-NADL (ndmero de adquisicin del Genbank
AAAM2854)

Secusncia de poliproteina de a cepa de BVDV1 no citopdtico 8D-1 (ndimero de adqul-
sicién del Genbank AAA42860)

iniciador directo NADL4744

Iniclador Inverso NADL5305

iniciador directo 53637U2

Iniclador directo NADL4844
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NO: 1
egtccacagatgqteeggt

SEQ NO: 2
guctatotattggaogtassce

SZa ¥0: 1)

cgtccacagatggttggtgagygyuaas tatatgguycacccaaggtgatcaccatoatasdagotagtac
cctasgtidanacaggcactgcataatctgoaogatetgtgaagggassgaatgyascogagacaactyocc
sdagt{tyggasgacaaggasageccatascatgtgguatgacactogeagacttigiggagasscattacaa
aasgatatttataagagsaggacgecasgasgeaa tgeatacgatyatytgoagocgatygccaggyaaages
taggaggtitgaascogaccgggaacctasgagtgecagatactgtgotgagtgaataggergeatcetge
tgaggaaggtpactitigugorgegtcaagcatgttgggectcasantoacctactitgogctgatggatyy
Asaggtgratgatatcacagagtgogetggatgccagaoytgtoggaatetecccagat Maccacagagtece
ttgtcacatcitcatttgyttcacygatgccagycscocagtggucgocagagigotactecagatgeccoatee
tgotgacctioaggatttettgagecggatettitohagtacccecagyccagatgtecagygesgagtatan

gogttacgrecaatacatages

3BE0 ID: 4
gratscgaga SCLAgRSARg geactCotat ACGUALCQQOY CRALTARARS LASCAATLAQ

goctaggoaa
gactagcata
gtacagggta
acy cCAt
ttaacoguct
caaaaatcte
atacadacaa
atttggtgas
ggaacgogat
taatagoaga
ctataaaggt
tgaaacgaot
tgcgtgtata
caggtggges
A53AGRGOgR
ghbsatagty
agtogtgges
teaggacage
ageattgttyg
cataacacayg
aagggytyty
ttccoatcta
gaagaccaat
caactggtac
tgagggacas
AMACQEOgEA
gaackttcteo
tgatgtarta
tgttgacqyg
ctygttasge
gtttggagoa
gtatacaasa
gasstttgge
ggaggtacta

caaatcecte
atgaguooas
gtcgtoagtyg
goccaniges
gctacgaata
tgctgtacat
amaccegtey
aggogageay
gticcaacoa
ggacctgtga
citgtatate
asaoggatag
gatggatgta
cataatagye
gCaacandsd
cCoCALAgaST
ggagtcaaat
ctgeaccata
gcgtggocaa
tggaacetac
aatageagtt
gecaccgata
tacacgtgtt
aAtAttOMLC
GCOGCAAGYD
Acacaagcts

ttegoaggea
tLCARAGRNG

ttgaccaadt

tcagogalrgy CCghadigey gitagreaty cooitagtag

tagcaacant gutgagticg
gttecgacgoo ttogiataas
catettases tosycpggoey
cagectgata gogtgccgea
ggcacatgga gttgatcaca
goutguaggd sccigtttat
tosacootos atcgacgets
actitggeate cttasccasaa
gegygatota actgaageca
acagggecec getggagata
ggsqagtaac tggaagegac
Cantaataal SagrLgccacy
ttgantgaocn tetatgggee
AQSAMCACSA GARMCCCORC
CtUAAABAQA CAQCAARACE
accaggtgay §AAgAAQOgA
ACSASARCEE SOCECAQUAS
taatagctat agtttegett
aagatastqy 9acOIAMIOY
tacatggeat ctggccagag
tagaacteas ascaattcat
gcagacttca acjccatygag
cctggattet agtcatgaat
agtgogoagt cacttgtagg
gagatagece CACBCCCEEA
tattgatgeg gugoocargo
atgaacgeat tagtatgtta
ccttagasgy tgccagacaa

ttggatgget
gytctogaga
tegeccaggt
gaggeceact
aatgascttt
gateaggcay
aagcteceac
agaggytgact
gggccactat
tttgaguagy
ggaaaguEge
agaagttace
aosacttgot
AQACEAQAAR
Aaacetccgy
Aaaaccaaga
tcacgeaaga
caagttacas
atsczacgag
aaaatctgta
ggtatgakgy
tggaaCcoage
AgAACCCANY
tatgatagygg
acaggttgea
asctcegaaa
caggatacca
gysaccgeta

taageoctga
tguoacgtyg
sasagcaget
gtattgctao
tatacaasac
gtgatcectt
acaaqgiqagy
goagotogyy
tttaccagga
gaccastgty
Accaecattta
aasgggtyce
caganscgas
SOYGOAALAL
atgotasaar
gtassaacas
Sactgulans
tgggagasss
caatqrtcea
ctggegtece
atgcasgtga
stogtigutyg
ccaitctcae
ctagtgacet
- SJALBGOAAE
Eagorcgqaaay
ctetbtacot
aAactgacaac

aageagetcg guatactagy sssasaghtg gasascaaga gtaagsegeg
tacgcegett ccccttacktg btgatgregat cgoassatty gotaoataty
astigoacca atgcctgebt acccaagaac acaaaantty toggocetyg
Accaatgeag aggacggcas gatattscat gagatggggy gtoacttgte
ctacttictt tagtggtgct gtocgacttc gcaccyggass cagetagtgt



astgtaccta atcctacatt TLLCGAICEC AcA3Agtcac gttgotgtas

taagacccag
ctggaatcta
agtgttggca
tttaacacga
agtcaggegc
geacttggat
sctgagoget
agacacsatqg
gaghgasace
caassaacto
atttggactes
gatgaacgga
tacgtcattc
Accattccct
ctgcatectt
ctctattgaa
ctacccoaklt
ctettocant
azasasasct
atatgaaatc
taagacacta
2A88Q09AQAY
cgotgagtco
actggttaca
gyaagtoyty
ctrgetgetyg
ccagatetta
tgtggtanag
aacagtagta
acrggtasca
catogotgty
cagatataaa
aagcotaata
actaacttta
cotggetgge
cgaattatta
gaasaactgtt
tgactocato
gaaagcacag
cgecagesgt
eltgcacagg
ggcagcacte
gttttatcta
gaccgtgget
aatcaaggoc
cogagagtygy
tggaatgtoyg
caactttgag

ttgascctca cagtogsget

gachaacaget gaagtaatac

cggategtgs
cagggteggr

ggcasatatg totgtataag accasattgg tggectiaty agacsactgt

tttgaagagy tgagccaogt
atttggascyg ctgoaicaas
chagatggtao agggcattct
tgtadasclty sattctegea
gaaggcctts ocaocecttg
gtcactgett gutgegasgs
agatatcteg caatettgea
tttgatggyo gasagoanga
tgeccatgty atgecaaace
ccggontton agatggtakg
astatggaca ecttagecac
catagocaag getgtaraac
ggaggaaatt ggacttgtgt
tcttgenaget gutgbgycta
ggcRagrgta Aatrggagaa
agagaaggty tggooetagt

gutgaagtta gtgttoeagqy
tactgetttt ctagtakgee
gtggctagta ttgataacag

tgocatagca AaggacgaAs

ghagglatac
tgygaagtta
tacaagagec
guatgtagte
catagtaaga

coacctggaa
atgtacctee
trgecqyacca
gasatgaacy
ggyaagttea

coccatagga tggacagpga
4actgtggts Cogacatata
ocaiaagaat obguyggRyy
goectggagac caactackat
tcaatttaas gagagtongy
cgagactggt tacaggotag
AcCADARGSY ADALCAAADE

gtacaggtoa tagcitatgga taaccassctc gyacchtatge
atatcaagtg aggQgcotgt agaaaagaca gegtgtactt
aazastaagt AttELgagoc CAgAgACAgE tactttoags
tatcastact gyutttgacet ggaggtgact gacoatesce
atattagtgy .tggtagtage cctettgggt gycagataty
tacabggtat tatcagasca gaaggectis gggatteagt
atgatgggea aottgotaac ccataacaat attgsagtoy
tacctectge tgagggages gagcgtaaag aagtgggtot
gtugtacacc Castcardtc tgtaattgig atcctactga

googattcsy ggggccaaga
ctaatogtcn taggtttaat
atALOUCAg CRcLgagogt
geggtoatge ctataacect
aaatggttao agtgcoattet
tacctaggta gsatcogagat
atactattat atttgaccte
etattgetge astgtgtgee
acectaatac tgatcectges
aggactgats cagaasgsag
tacgacgtty atgagagtoq
gggsattiet ctatactckt
sastggcagc tastatacac
aaagttatay asgagatcte

Etagagctga actggrtecat.

tegtctggas gyttosgess
teLtggtacy gouagtadga
agtacactga gtaagagcag
Aaaqgtogea cetgocoans
ctagoagatt ttgsageaag
ggtatgrgea gecgatgcca

gtacttoygg
catagetagy
cactgaactg
actgatggtt
cageetggta

gocagaggta
alcancaatt

tatcttateg
tacotatgan
ttggctaggn
agagug=gta
geeootiato
gagttactta
aggaggtace
gosagaagay
cctantaata
agtctacggt
geactgcata
atgtggacyc
scactataan
gggaaageat

asaatagace
ogtgacacad
ACTCECCR]G
agcotatgtga
tctgegytot
actatcocaa
gtascpaggt
ctggtcacas
ttggttaaat
gggatagaat
tatceetere
SAAQEAACAL
actctggact
ascatantat
gagagcaday
aancataagy
atgecaaaga
dtatgosckyg
catgggeage
agsatettta
aggaggtttg

cactcagaga
ttgttaagat
gugtacaagg
gabttggtea
tqaagctaga
asagatgrac
gtgtggtact
acaactitga
atacsscgct
ctgtaagctg
gaaggtctaa
atctccataa
acasagyy9y
gactaccaca
tagacagtac
geasgqatagy
cttgoagacca
toaactacac
astacatget
gogatiactt
tacttigytt
atggatoagy
ctgacatactt
taotattata
tguttgygge
tetgttitac
otatagrgec
ctggagtiga
cagattatte
tettgataag
actggagacc
ggaagytiga
ccttgtgggo
tatactatct
atacaagagt
catcaaggea
tgataagttyg
teatgtacea
ccaggttagt
gettaaagan
taaggastga
toatgactat
tatgtoagug
cgataacgty
tasgoosegy
AhAtgoRcoy

ggaacetaag agtgocagat ackgegorga gegtaatagg ctgoatectg otgaggasgy
tgacttttygg goagagtoga geatbgtegeg cctésssate acctactttyg ogetgataga
tggaaagyty tatgatarbca cagagtguge togatgecmg cgtgtgggaa tatoceocada
tacccaciga gtocottgte acatsteat: tggttcmogg ATGECTTLLCE gycagymata
castggottt gtacaAtats CCOLagggg goaactattt ctgeglsact tgooogtact
gycaactaaa gtasasastge tcatggtagy cascotiggs gasgaaatty gtsstctoge
acatcttggg tggpatcctaa gogugoctgc optytgtasd aagatcacaq Agcacgaasa
stgccacatt aatatactgy atasactasc cgeattitic guuatcatyc CAAGSSUQac
tacacccaga geccoggtgl SgLtocetac gagetCacta aaagtgagga ggggtctgge
gactgestgg gCLEACACAC SCCREGUCgD gatssgtica gtogaciatg taaccygccgg



asaagateta ctggtetgty acagestggyg adgasctage gtgytitgeo
cAggttyacc gatgagicayg agtatggcpgt caagactgac tcagggtgce
gtgttasate cagaggocgt taacatatca pgatccasag
aagacegqty gagasticao gLgtgtcAce QGALCAggoA

cagatgttat
tescctccaa
cttogaccta
gegugtggte
gagtggaate
asccagcatg
cacagasctc
tataccatta
eatgtotitt
ctatgcatca

AaBABCttga
gycagagtea
cagacegtct
ACa09938g
CCAAAAQOAQ
agggoagege
aacctaagga

taogggtact

aghatactca tacatattat
tatcgggaag atccacagat
agcagggteg gtgaceacad
ggtaatgana ggggagyata

agrygatgag
Jutagchassy
tcongecast
tattgaatea
tgaaaagagy
ggccgtgact
ghggtattat
OCRQOCRCAR
guattatgat
asataateta
tgatcacesa
attaoccaaasa
tgocagaaag
ggcagtioac
tggtaaagea
tceattiggg
catatatace

cgceatasas
asaaatcaty
agCsgeannag
tgtocaasas
qtgggsasca
gtktgococaca
caAgcaggcy
tgactccgay
goChADOTaO
catggettan
gagegtgyte
gagtgatoga
aqtatcggta
tgagtccagt
tecaggetgea
tgsagcagte
ctecasaggt
attgitaakty
cctgrcogga
gctgaagass
tgacgagagy
tggctetgag
cgggactitec
gtattacgat
gcactactaa

ALGAMMGYCS

aaggatggte
aagtagggas
Cadsatacayg
acttcaagea
ttatagagga
cagagtaagt
taggggacat
tctgecaast
tagatgaata
tttcagagag
cagytoasan
ttggtagtca
atatgttggt

asgctasadg ctaagggota
ctgagagttyg tgacatcaca
SOAQEGACADR LaCORJALLE

gtgaggptat
gtgagtgage
aggageoagg
agatacgoga
tggagectat
ctcatctecag
gagcooaatce
atadggaatyg
ctagggusgg

catoaslgat
aggcgoagag
A2AOAGOARO
tigaggstgyg
Acgaggagga
aagacttgec
aactrgcata
qagaagtoac
atgtgcoogt

aggcttgect atattigaag
gaatpaagag tctasaccta
agcagacoty accgagatyy
gattacttty gcaacagouy
gataggasga cacaagagag
ctaccagtat atgagattga
Jaaagagogy gacatggeaa
gootocadcod ARagotcagag
ccattgigec actectgaac
tataagggtt gtcgcecatga
goaccessts gaggaattcs
gttcuttgat atageagygt
tettgtacce acgagasaca
tasotctgga tactattacs

ggacacggtt stagacacgg
acccttocate gtaschggec
tagggocaga gtaggtagag
Adggreaiay gactacoact
dateadbegty SCgRARTOTT
gagcctacta atascccage
agococgetgtt aagascataa
ceacagetat gaagtcoagy
agscacctac gaasattact
gtatatctac gotactgaay

ctcttaggge tagactggecs CUAtOetOO0y ARCCAQCAYY
ctyaagcaay tgacogggtt ghootogyet galaatgeca

tatgtgggtt

accaggetct

ctcasagagQ catgticcaa

atcgaggacc BgAGACLAQA AJACACCAGD cacctocagt

sccgatggga
ggugecatte

cagagactga
cegattatge

actpaaagaa ctggeatcgg
agctgygyga ctggagttty

staaadscag ctoottigtt tassgisiac goagilgeny

ttcattgace

cattaattgs

SASCARAgAA guastaatca

CACECAJCAC tatacaaaag catagctgca agactgggge
ctagtgttas agtggaotago ttttggaggy gaatcagbge
goagttgatt tagtggtota ttatgtgatg sstaageett
acaCsgoaA] Aaggoaggcy attcegtogea agoectgttcoa
acatacasaa cttggastta ccacastcic tctassgtog
cteococtaty CUACCAJCQO attaasasty tkcaccocoaa
Atactgagos ccacygatata teasacatac ctetctataa

ttgetgedte cqeguataag Cgosgccatg gqaaatoctgt

gortatatotg
gaacagaaaa
ACagetgage
cagacaattg
tgggaggoca
tttgaagect
aattagcattt
atggtactgy
atcagaktye
atgasasgett
ctatgtagah
gacaaccica
adaggggtcs

tgatgetgys
qyacectact
tqgtassaga
gtaaccccet
aggaactate
Eegagttatt
togattgat
gstaggcnce
CAACAgRTAR
teaanaatgt
acsgaaotyyg
gagagatasa
CAgCRAMBAL

gutaguggca atcgctgope
tatgaagaty ctrgtasags
AlnCcCagas shadttatas

gagactaata
tyagagyaca
sggyscggac
atacggccta
tgoacouttt
ctatttgagy
aggtggcaan
taggggecca
accagtagea
tgactacagt

taccacctgt
gcaggcagaa
topcaaggge
CACAAQCABA
sgtegtgact
gtagassocs
cttaccaaag
gtcaactace
Aagttggasy
ARSggARARA

A030CHACAR
Cagacggtgo
gogeagtcgt
caozggottl
cotcesgeqy
casasataat
toiagangat
[

SACRCCCAAQ
cogugatasc
ctgctatgyt
llﬂl:wﬂll 4
ctgecacgec
tagecscoga
tananatsce
tggeagraga
gtousgagga

ggtigaaatyg
ttaagaggat
tgaaaccogg
atgacotett
toagogagat
cggnaatact
tggoonggac
teo

cgtttetana
atgaggatct
tagtogagac
tactagtggo
tgataacaga
aLgehMiCaa
gtgacgtygs
ttasatiscea
caaaagggta
gatatggtet
aAtgaaacage
Cigaceacgt
ccttoccagy
tetocogoact
tggaaccagc
cgcgyctega
DosagUIGaAa
CACARAACCT
aScaacgctac
acttettoge
kggecttatlt
Atgogutita
acttattcac
asdtasgoaa
tosscagagg
ggacccetay
gotgocecaty
tggaggagey
gagtcaccan
gacaggtaga
tgetetigoo

AgUCALAAC
tattagttct.



Cactgacaag
ggtogggtte
ggactgtgea
gttcacctat
caatcttgas
cgtgaatgaa
tgtagttgat
aAtaattgga
gectgacges
agggectgga
attcatcatg
tetanakcty
catgttagta
goggactitt
goaggttace
tasctggtte
ctacttagta
tcAgacaaga
gttcctcaag
acggtgocea
AOQQGLARC
gytgsagata
gaagraacck
sataaggttt
acagttgyac
gtcaagtgca
aaccrttcat
attgeacsac
ctacggtoay
cttectygay
attggtoagy
aaatgagaay
gecaagagtt
taactggaty
caacatettt
tttEgacaoc
astccagans
CAtgacagas
agygageqc
gtacggctke
ccacgtetgt
taacaangyy
asagatgeda
tgttaggtoy

atcanagatg g

agcggtagee
cctgttggte
caaagatane
gagaacaggc
gactaageac
casctggcta
tgataaagyc
Aaaccoggte
gotgagaagy
gtatatattg
ccacctcang
ctoaagatas
gtetatagte

tgguaggtoy
aatggtgeat
actataacea
gacotgacos
gagsaggaan
gaogtaggos
stcaarttac
agggasaces
AgCIacaasn
atacagacsc
atcectggget
tacacaggas
gtagcactga
ttagatagmy
aaggaagsty
geatcagatyg
gyagatgteg
attatasagy
geatcaaaca
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sacatgytgt catascchgg tiagetsaga gatatantgg
acttaggtga cyagoccaat sacegtgeoto tagtggageg
AnsScacagt acagtttcta sasatgasga aggogtgtge
tctecaatet gaccaggbte atogaactag tacacaggsa
taccocacege tacggtcact scatggctag ottacanctt
otatapasce agtactagga gagagagtas tocecegacce
aAccagaggt geaagtggac acgtoagagg ttgggatcac
tgatgacaac goggagtgaca cctgtettgy asassgtaga
aagaccoggt guagatogyy ttggabgagy gtaattaceo
atacactadc agakgasata cacaacagyg atgcgaggec
caaggaatte catatcazat agggcassgs ctgctagaas
atgeccccag goaastacga gacttgatgg ctgocagggcy
gugatgtoga ccotgagstg tctgasatqgy scogatttcas
aggeectggs ggctotaagt ctoggyosag ctAAACCgAS
ttaggasatit ghtigescag aasazagatyg tggagatoos
acccagtalt tctggaagty geettasian atgatsagta
gegaguotaaa agatcsagot asagcaclty gUQCCACTUA
aggtaggcotc amgacgtat gocatgaago tatoctagoty

ascagataag tttasctora ctgtttgagy aattgttget
acceattgge

cotgcascta MAQCAAtas gUUgCAcALly geakoagelt
tgggagecoe togytigegy ggtgcacota ggtacaatac
cacccataty aagottacot gesgttgmaa gatticatag
AQgUtLaAgy ALAGRAgLAAL AAQAQAQCAC AACARATLGA
CAAgUAAECC LCAACACCAS QAAAALGUEC AACCCAgOUS
agogagggoe geangaggta catcCACRAC caccagatey
gycatsaggc tggagasatt qocastagtg agggoccaaa

giQUCAACAS GAJATAAQAL agacsagagt gaABRCCggC
asattgtigg agatttitceoa cacgatagec
gtgacgtggy agcaictige ggeggoggta
aagaagaaca tcggagaaqt attggateca
gatctgaagg cCopgagala GALalastat
agagatgtca gtgatgacty gCaggCagyy
atccantace ctgaagocas gacsaggeta
SAACAgEAgE cogrtgtgat taoagoatat
gatasagton gasaggaaty ggactegkte
asagcctegy ACACTCAAQT QACLAgtasg
tattactata agasggagtyg gcacasgttc
gtaccagtta tascagcaga tggtgaagta
cagocagaca caagtgotgy clacagcaty
tgoguaagea caggyytace gtacaagage

gyggatgaty
atgcagatto
gttgectaca
tcecgacaaoa

cancaagat
ttoagtttct
ctitogoanc
CoARTAgQYRY
tttgagaaat
AcEagoRanh
gttaageosy
rccacattac
atggiugteq
ttgaaanttec
camatanatt
aagacgicac
cactacattt
guACtAgOYS

gottottaat
tteatgaage
gatttgaggs
ocagtagtos
tggattcaag

SACEQARAAR
aggcaaacCEt
catagagtte
categcoyqy

CaacceacCe
aatagasagy
gaAaAgCACT
tatgaascey
gacctgatoy
gocAtcacta
gasggaaags
aatgagechg
gatstgosac
attgacacca
tatatasgsaa
ttasatgtce
ttcaacapge
gugttaggge
cagaagataa
tgttotcaca
agagacaccg

oAgecagaag
aARgaagaAga
tacttasaza
aactatctga
gtactataat
ccgacaccan
asaatocaga
tgasacacao
q99cageagg
tggtagaacs
cliataccaaa
ttyagasgay
Aggteacgta
cccecttgtt
tggcegtaag
ttattggaga
toaccgacca
atggecagag
toecaptgat
Lggcasggac
tgasattigo
cygasguggs
ococagtece
ctgtgatact

tggagagegy gUtACCACAQ CAtALgAAAS

tgetgatgta tteckggaas cogettgtta

sgecagegac
cctatasaga
tggeaastct

goataattca
acaggetgat

agacccatca
tgtsataggt
saacctasge
goactgtgtt
atecagoasa

anacatgces
cggaatctan
ctgtocacyt
gooattgggs
actggccact

25J0M20CA Liatgagcaa ctgcagotas
ggactyagag Ntacaagtta ggtcccatag
tgctoatgac ggccgtegge gteaguaget

goaggatttg
ctrattatts

gtgaactgaa
Loguggtcty
oAgiagaggg
tatacatace
gaacagagass
topatctgetk
gagaAcaAlAt

sitceatgta catagtgtat atamatatag ttgggacegt
gcccascacy cacagetana cagtagtass gattatctac
aatgcscaca gecactttage tgtatgagga tacgocccgac
agacctctsa cag
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malitnelly ktykqkpvgy aspvydased plfgexgavh poetlklphk ryerdwptnal
aslpkrgdcr sgnacgprvag lyllkpapliy qdykgpvyhe aplelfseqs ooettkrigr
rtgsdgklyh iywoldgeii Aksatrsygx vftwvhncld cpluvttcsd thesgatkkk
tqhpdrlesy kmkivpkese kdsktkppda tivveqekyn vrkkgktkek ntgdglyhak

nkpgesrkkl
givpakictg
ilvmnztgan
negpenfeia
lgkklenksk
gkilhemggh
slttaavipg
tttaflvele
tvkeyspgnk
qudvvemndn
actvrrtyrer
gyafkexegl
ndtklgpope
dlevidhhed
lthnaiavee
gquylgkidle
tllmvayved
inttiviruk
Tawlggidyt
yusyltldfm
mlilkhker
pkogrhgkpl
ascnzlhpas
slysraplrg

ekallawvall alvifqvimg eeitqualqd ngtegigram fqrgvarslh
vpshlatdis lktihgeada ssktnybccr lgrhewnkhy wenwynispw
1tegqpprec avtcrydras dinveeqard apepltgckk ginfsfagll
sadvlfkehs rimmfqdrt]l ylwigltnal sgetqggtakl ktulgkqlgl
twigayaasp ycdwivkigy ivytknctpa clpkntkivyg pgkfgtnaed
leavlllaly visdfapeta svmylilhfs ipqgabvdwmd cdktglnlcy
svwnlgkyve irpowwpyst tvvlafeevs quvikivizal rdltriunsze
kivigeevgp ilwlllitgv quhldcipaf syniakderi gglgasgltt
ledinviawe sdgkluylgr ctyetrylal lhtralpesv vekkl fdgrk
fefglcpeda kpivegkint tlingpafqn veplgwigty sctefnmdel
skpfphrgge itginigud]l haolilggnawt cvpgdgllyk ggeieschwe
phypigkok) snetgyrlivd stacuregva iwvpqgtlkek igkttvqvis
rpyaiissag prektactfn ytktlknkyf eprdeyfqqy mlkgaygywt
yfasailvyy wvallgezyvl wilvtynvls agkalgigyy sgevvamgnl
yIlliyllle essvkkwell lyhilvvhpi ksvivilial gdvvkadsgg
fetvelivig lilaycdpti wplvtimaal rvielthqpy wilavawati
yiryikwlqe Llslvsarfl irsliylgzli sspevtipuw rpltlillyl
vavaglllge vpilllwiel vadfltlili lpeyelvkly ylktvrcdte
rvdsiydvde sgeyvylips rgkamgnisl iiplikatlli saveskwqli
yymbrkvise lsggtniisz lvaplielnw sassseskgl kkifyllsgrl
natvasvygs oavygepkim tiikestlsk scheiictve sgravkggte
tegmoladfe srhyhrifir ognfemmesr cqgkbhrxfom drepksaryc
egdfvasamn lglkityfel migheydite wagogrvgils pdthevpchl
eyngfvqyta rgqlfirnlip viatkvimin vgnigeaign lehlgwilrg

ptallkvrrg latawaytheg

pavchkitab ekchinildk ltaffgismpr gttprapwrl
ggisavdhvt aghdllwids mgrtrvvogs nncltdetey
avaisgakge vvhlqktgge ftcvtasgtp affdlinlky
gknasakptk imsglgtvek nraditasvk kitmnrgd?
eaigrhkrvl wliplrasas svyquurlkh peisfnlrig
qupapklraa sveysyifld syhcarpagl aligkihxis
qilpiestin pawmkgedlg sqfldiaglk

gynegyyyay adpanlcvvt agepyvivat nalesgetlp
kipflveglk rmavtvgega qrrgrugivk pgryyraget atgskdyhyd
dglavtkefr smnydvslye adsllitqle ilnnlliged lpsarinima
aynaysvqvp vifpkiruge vtdtysaysf lasrklgedv pvylyateds
wpdpgnaqey etgkalkqet glasaenall valfgvwgyq alakrhvpml
ledethlqya pnaiktdgte talkelaagd vekimgaisd yasgglefvk
1fhenasask gyvgkfidsl isnkesiiry glwgthtaly ksiasrighe
lafggesved hvkgeavdly vyyvmnipaf pgdsstggeg rrfvaslfia
nybnlakvve palaylpyat aalkpftptr lesvwilgtt

gvkedagepd
waglpifess
kgitlatgag
dakegdeaty
salrvvants

dldtvidtgl

izsaamsilaq npvavglawve lgwvgalaghn alessegkrt
kenpakilns lfeavgtign pirlivhlyg vyykgueake
llgedagqgkt mlsgnylld liyglhkqin rglkkavlgw
doylrvetre pogyemkafk nvggkitkva eogpflernr
ikpraklsgg vahyykgvia kidyskghmi® latdkwevsh
gdepohralv erdeatitkn tvgfllkmkkg caftydlitis

llmkv{vknf
lasxzcagenl
apapfsodut
Pgrgpvnyry
gvicrlakry
nltrliialvh

tatvttwlay tfwvnedvgti Epvigervip dpvvdinlgp evgwitaavg
ttgutpvisk sepdssdngn svkigldegn ypepgiqtht lteeihnrda
nsisnrakta rninlytgnd preirdlmaa gralvvaled wdpelsenvd
lsalslgapk pkgethkeavr nlieqkkdvs ipowfasddp vilevelind
lkdqakalgn tdgtriikev qurtysmkls swflkssnkqg msltplfessl
nkghmasayg laggnuweply ogvhlgtipa rrvkihpysa ylklrdiise

garcyvinpe
agrevgevke
kktalpkavl
icymaygyfeo
tpagsvtityg

lvifvptrnma vevakklkak

kcakrzvvay
llqeqrygie
rtdhpepiql
dlavdliglda
tdiytiedgr
aqaskiktap
tafaglvike
alatytyktw

iyktylesick gkadgllgtg

ldqaatdalv
felimfeate
paderizipt
tkyyddnlsra
tgwvgingayl
tnnleakeip
iciigeatlm
rptimilgex
fegtfldzea
kyylugdvge
1llcoppatks
sekkprvxdt



virshokwil kkirfqnln tkimlnpgkl ssqldregrhk cniynhqigt imssagicla
klpivraqtd tktfheaird kidksenzgn pelbnkllei fhtisgptlk htygeviwsg
leagvnrkga agfleskinig svideekbly eqlvrdlikag rkikyyetai pinekrdvad
dwgagdlvve kzprviqype aktrlaitky aynwwiqape vipgyegktp lfnifdkvrk
evdafnspva vefdchaudt qvtskdiqli gelqkyyykk ewhkfidtit dhmtevpwit
adgavyirng qrgegqpdts agnsalnvit saygfessty vpyksfarva sihvogddgf
litekglglk fankymqilh eagkpgkits gelmkvayrf edisfcshtp vpvrwadnts
shnagxdcav ilpkmatrid ssgergttay skavafsfll ayswnplver icllvlieqap
otdpskhaty yyhgdpigay kdvigrnlsa lkrtgfekls nlnlslstlg vwbkhiekrpi
igdcveigite eqmulvipdr lissktghly ipdikgftlqy khyeglglrt etnpvagvgt
eryklgpiva 1llxrrlkill mtavgves

melitnally ktykgkpvgv sepvyciqagn plfgergeih pqetlklphk rgwrnvptal

aslpkrgdcr
vtgadgklyh
oqkpdriskyg
nkppaarkkl
giwvpakictg
ilimprtqan
trgpenlela
lgkklankak
gkilheaaggh
elttadvipg
tteafivell
wwhdydhamk
qedtvanddd
dtavercyrs
gykfgksagl
tdtklgpupo
dlevtdhhsd
lthdnvevet

auylgqidve

sgnakgpveg lylipgplfy qdybgpryhr splelfeega mcettkrigr
iylcldgelt vksatrshgqr virwvhnrid cpluvescad tXsegatkkk
rakivpkeass kdsktkppda tlvedgvkyqg vhkkgkvkek ntqgdglyhnk
skallavall avvlievtmg saitqunled ngtegigram fqrgvnzalh
wvpshlatdve lktihgumads sakthaytecr loqrhewnkhg venwynispw
ltagqpprec avtcrydrds dinvvtqard aptpltgekk gknfsfagvl
asdvlfkaha ctgvfodtah ylvdgvtnel esaxqgtakl ttwlgkglgl
tufgayansp ycdwirkigy iwftimctpa clpintkiig pgkfdtnaed
lsevllisly visdfapeta samylilhfe ipqehwditd cdkrqliniti
svunlgkyve irpdwwpyet savliafesvy gevkiviral rdlerivnas
kvrggveqy llwlllitgv qohldchpey syaiakndsv gplgaegitt
ledtaviswe kggkftyler ctretrylal lharalptav vfkklfeggk
fefglcpoda kpivrgkfnt tllagpafqa vopigwtgtv scmlanrdtl
avpipyrqge ltgktlgedl ydaalggmwt cvigdgaryt ggliesckwc
phypigkerl nnetgyrlwd dtacdeegea ivphglvkek Lgdttwgvia
kpheiigseg plekvactfn ytrtlknkyf sprdeyfoqy mlxgdyqywf
yiassllvey vallggzyvl wileiymvls sqkasgaqyg agevvomgnl
yE£llylllr essvkkuvll lyhllvahpl ksvivillmi gdvvkadpgy
femvviiiig liiarrdpri wplitivagl rvtgltyspg vdssmaviti

tliavayvtd yfrykrwiqe llelvagvfl izclihlgri erpaetipnw rpltlilfyl
isttevenwhk idlaglllqg vplllliitel wedfltlili lptyslvikly ylktiktdie
ksviggldyk rvdsiydvde sgugvylfps rokagknfem 1lplveatli scvsskwqli
ysaylawdfa yyahzkvies isggtamisr ivaslislny sasessakgl hkfyllagrl

mllikhkyr natvagwygs mevygepkim tlikastlnk nkheclictwe
pkegrhgipl togmaladfe erhykrifir sgnfegpfrq eyngflqyta
ilatkvimlm vonlgeevgd lehlgwilcg pavekkitsh srchinildk
getpraperf ptallkvirg letgvaythg ggleswdhvt agkdllvods
nnkltdetsy grktdagopd garcyvinpas avniagskga vehlgkegge
affdlknlkg wvaglpifeks sprvegevhe gineeskptk Lasgigtvak
kitsmnrgdf kgitlatgag kttelpkavi saigrhkzvl vliplirsaae
paisfnlrig dukegdmsty ltyasygyfc oupqgpkliaz avaysylfld
aligkihrfs esizrvvanta tpagavttty qkhpisefia pevasgedlyg
ipvdenkgmn lvfvprrnas vevakklkak gynsgyyyeg edpanlrvet
naiesgrtlp didtvvdtgl kcekrvrves kipfiviglk raavitvgege
poryyraqet atgsldyhyd llgaqeygils dginvitkefs smnydwslye
ilnnllised Ipaavknima rtdhpepigl synsysvgep vllpkirnge
lnarklgedvy pvyiyatede dlavdllgld wpdpgagqvy stghalkgva
valfgyvgyqg alakrhvpmi tdiytisdqr ledethlqya pnaiktagte
vakimgsisd yaaggldfvk sqaskiktap lfkeaveaar gyvgklidsl
glugthtaly ksizarigha tafativikv Lefggetved hirgaavdlv
pgdtatqgeg rzfvaalfis slatytyktv nymlakvve palaylpyat
leaveilatt iyktylsisk ghsdgllgtg issaasilag npvsogimva

egrkwkggte
rgqlflrolp
ltafifgimpr
mgrtrvvcas
freveaagtp
ntadl temvk
avyqyar lkh
syhcacpagl
sqfldiaglk
sqepyvivat
qrIgrvgrvk
sdallitqle
vidtyanysf
glasaanall
telkelasgd
Lledkdviiry
ryyvankps€
aallmitptr
lgvgaiaahn
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aieasegkst llmkvivin{ ldgaatdelv kenpekiima lfsavqtign plrliyhiyy
vyykgueake lsertagrnl ftlimfeafe llgmdesgki mmlsgnyild lihglhkgin
rglkkivigv apapfaciivt psderirlpt dsylrvetke pogysmkalk nvaghltkve
asgptlornr pgrgpwmyry Liyyxidolrs lrpvaklegqg vehyykgvta ridyskgktl
latdkwavsh gtitrltkry tgegfrgayl gdepnhrdlv erdcatitkn tevqfllmkky
caftyditis nltrllalvh znaleskelp tatvitwlay cfvnedwgti kpvlgecswip
dpvvdinligp evqwitsavy itligheawn ttgvipweak vepdrdnngs svhigldagn
ypopgvatht lveeihnids rpfimvigek ssmanxakta rainlytgnd preirdiase
grilvvalzd idpdiselwd figtfldeea lealslgupk pkgvtkeair dllkesrgve
ipduifraddp vildismkkd kybligdvve vidqakalga tdqtrivkev gartytmkls
suflqasskq maltplfesl llrcppatks nkyhmasayq laggnueplg cgvhlgtvpa
rxvimhpyea ylklkdlves eskkprirdt wizeAnkwil kkikfqgnln tkimlopgkl
seqldreaghk rniynaqgist vassagirle klplvraqtd tketheaird kidknanrqn
pelbnkllel fhtiadpslk htygeviwaq leaginrkga agflekknig evideskhlv
eglvrdliag rkicyyatal pknekrdved dvgagdlvde kXkpeviqyps aktrlaitke
aynuvkqupy vipgyagktp lfnifnkvrk ewdbinepvs vefdtkawde qwtardlhli
golghyyyrk swhkfidtit dwavevpric sdgavyirng grgsggpdts sgnuemlnvlt
miyafcestg vpyksfnrva. kihvegddgf livekglglk fankgmqilh sagkpgklte
geimkvaykf sdiefcehtp wpwiwvednts sysegrdoav llskmatrld ssgergttay
okavalefll myswnplvrr icllvlsqrp etapatqtty yykgdpigay kdvigznlse
lkrtgfakla ninlslarlg iwtkheskri iqdcvaigke egawlwnadr lisaktghly
ipdkgrelay khyeqlqlgs stnpwmgvgt aryklgpivn lllzrlkvll ssavgass

SEQ ID WO: )
egtygettet togtacyoy

9EQ ID WO 4
ageggtatattgtacalagoes

88Q ID MO: 9
tgcacgatctgtgsagggaangas

SEQ ID ¥Wo: 10
tycactgtatgtgagggecggay
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la sollcrtud
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REPUBLICA DE COLOMBIA &y

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCI

Bogot4,
2020

Doctor{a)

OLARTE GARCIA CARLOS REINALDO
Apoderado(a)} y/o Representante de
PFIZER PRODUCTS INC

REFERENCIA Radicacién No. 06 7814
Bolicitud internacicnal U82004/024011
Facha inicio fase nacional 28/02/2006

Trémlte 11

Evento 379

Actuaci6n 430 3359
Oficio No.

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de
la Decisifén 496 de la Comisién de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperacién en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular
Unica de la Superintendencia de Industria y Comexcio, se le comunica que:

1. La aolicitud nacional no contiene la traduccién de la solicitud internaclonal
tal como fue presentada, hace falta la traduccién de las reivinidicaciones y del
ejemplo 2 (Numeral 5.2.5, capitulo quinto del titulo décimo de la Circular {nica des
la 8I1C).

2. B1 fuere al caso, el solicitante dabe adjuntar la traducciém de los anaxos dal
reporte de sxamen preliminar internacional (Art. 36.2.b) del tratado PCT.

3. La solicitud no contiens la copia del documemto en gque consta la cesiSn del
derecho a la patente del inventor al solicitante o a su causante. {Art. 26-k)
Deciasifn 486.

4. El solicitante debe presentar un nueve titulc que permita identificar la materia
de la cual trata la solicitud, ya que el titulo relacicnado no se encuentra con la
precisifn necesaria para identificar claramente el objeto de la solicitud de
patente. (Regla 4.3 PCT, Art 26-27 D-486, Cilrcular fmica 5.2.9)

En cumplimieanto de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decisién 486, se le
requiere para que dentro del término de dJdos meses siguientes a la fecha de
notificaciém del presente oficio, complete los requisitos anteriormemte emunciados.
En ceso da no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se
considerari abandomada y perderi su prelacién.

Notifiquese el presente oficlc conforme a lo dispuesto en el numaral 5.2, literal
@), del capitulo quinto del titulo primero de la Circular tUnica No.10 da 2001.

Continua en la péigina siguiente...
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ALIX CESPEDES DE VERGEL
Jefe da 1l divisién de Nuevas Creacicmes

El anterior reguarimiento fue notificado por fijaciém lista de
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