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DESCRIPCION
Composiciones inmunogénicas de PCV2 multivalentes y métodos para producir dichas composiciones
Lista de secuencias
Esta solicitud contiene un listado de secuencias en formato papel y en formato electronico.
Antecedentes de la invencion
Campo de la Invencion

Un aspecto de la presente descripcion concierne a la recuperacion de una proteina expresada por el marco de
lectura abierto 2 (ORF2 - siglas en inglés) de circovirus porcino tipo 2 (PCV2). Mas particularmente, la proteina es
una proteina recombinante expresada por un virus transfectado que contiene secuencias codificadoras
recombinantes para el circovirus porcino tipo 2, marco de lectura abierto 2. Todavia mas particularmente, se permite
que el virus transfectado infecte células en medios de crecimiento, y la proteina expresada por el marco de lectura
abierto 2 se recupera en el sobrenadante, mas que desde el interior de las células. Incluso mas particularmente, el
método implica las etapas de amplificar el gen del marco de lectura abierto 2 procedente del circovirus porcino tipo
2, clonar esta porcion amplificada en un primer vector, escindir la porcion del marco de lectura abierto 2 procedente
de este primer vector y clonarla en un vector de transferencia, cotransfectar el vector de transferencia con un vector
viral en células en medios de crecimiento, determinando que las células se vuelvan infectadas por el vector viral y,
con ello, expresar el marco de lectura abierto 2, y recuperar la proteina recombinante expresada por el marco de
lectura abierto 2 en el sobrenadante.

En otro aspecto, la presente descripcidn concierne a una composicidon inmunogénica eficaz para inducir una
respuesta inmune contra PCV2, y a métodos para producir esas composiciones inmunogénicas. Mas
particularmente, la presente descripcion concierne a una composicion inmunolégica eficaz para proporcionar una
respuesta inmune que protege a un animal que recibe la composicion y reduce, o disminuye la gravedad de los
sintomas clinicos asociados con la infeccion por PCV2. Todavia mas particularmente, la presente descripcion
concierne a una composicién inmunoldgica, basada en proteinas, que confiere una proteccién eficaz contra la
infeccion por PCV2. Incluso mas particularmente, la presente descripcion concierne a una composicion inmunolégica
que comprende el ORF2 de PCV2, en donde la administracién del ORF2 de PCV2 da como resultado la proteccion
frente a una infeccién por PCV2. Lo mas particularmente, la presente descripcidon concierne a una composicion
inmunolégica eficaz para conferir una inmunidad eficaz a un cerdo que recibe la composicion inmunoldgica, y en
donde la composicion comprende la proteina expresada por el ORF2 de PCV2.

En otro aspecto de la presente descripcién, se proporcionan vacunas de combinaciéon o vacunas multivalentes. Mas
particularmente, la presente descripcién proporciona composiciones inmunogénicas eficaces por inducir una
respuesta inmune frente a la infeccién por PCV2 y al menos otro organismo que provoca enfermedad para cerdos.

Descripcion de la Técnica Anterior

El circovirus porcino tipo 2 (PCV2) es un virus de ADN pequefio (17 - 22 nm de didmetro), icosahédrico, sin cubierta,
que contiene un genoma circular de cadena sencilla. PCV2 comparte una identidad de la secuencia de
aproximadamente el 80% con el circovirus porcino tipo 1 (PCV1). Sin embargo, en contraposicién con PCV1, que
generalmente no es virulento, cerdos infectados con PCV2 exhiben un sindrome al que habitualmente se alude
como sindrome de adelgazamiento miultisistémico post-destete (PMWS - siglas en inglés). Clinicamente, el PMWS
se caracteriza por un adelgazamiento, palidez de la piel, un desarrollo poco vigoroso, dificultad respiratoria, diarrea,
icterus e ictericia. En algunos cerdos afectados, resultara evidente una combinacion de todos los sintomas, mientras
que otros cerdos solamente tendran uno o dos de estos sintomas. Durante la necropsia, también aparecen lesiones
microscopicas y macroscopicas en multiples tejidos y érganos, siendo los érganos linfoides el sitio mas comun para
las lesiones. Se ha observado una fuerte correlacion entre la cantidad de acidos nucleicos o antigenos de PCV2 y la
gravedad de lesiones linfoides microscépicas. Las tasas de mortalidad para cerdos infectados con PCV2 pueden
aproximarse al 80%. Ademas del PMWS, PCV2 ha sido asociado con otras varias infecciones, incluida
pseudorrabia, sindrome reproductor y respiratorio porcino (PRRS - siglas en inglés), enfermedad de Glasser,
meningitis estreptococica, salmonelosis, colibacilosis post-destete, hepatosis dietética y bronconeumonia supurativa.

La proteina expresada por el marco de lectura abierto 2 (ORF2) de PCV2, con un peso molecular aproximado de 30
kDa cuando se realiza sobre gel de SDS-PAGE, ha sido utilizada en el pasado como un componente antigénico en
vacunas para PCV2. Métodos tipicos de obtener ORF2 para uso en vacunas de este tipo consiste generalmente en
amplificar el ADN del PCV2 que codifica ORF2, transfectar un vector viral con el ADN de ORF2, infectar las células
con el vector viral que contiene el ADN de ORF2, permitir que el virus exprese la proteina de ORF2 dentro de la
célula, y extraer la proteina de ORF2 de la célula via lisis celular. Estos procesos duran generalmente hasta
aproximadamente cuatro dias después de la infeccion de las células por parte del vector viral. Sin embargo, estos
procesos tienen una desventaja debido a que los procesos de extraccién son tanto costosos como prolongados.
Adicionalmente, la cantidad de ORF2 recuperada de las células no es muy alta; por consiguiente, un gran nimero de
las células necesita ser infectado por un gran nimero de vectores virales con el fin de obtener cantidades suficientes
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de la proteina recombinante expresada para uso en vacunas y similares.

Los actuales métodos para la inmunizacion frente a PCV2 incluyen vacunas basadas en ADN, tales como las
descritas en la patente de EE.UU. n® 6.703.023. Sin embargo, vacunas de este tipo han sido ineficaces para conferir
inmunidad protectora frente a una infeccion por PCV2 y los sintomas clinicos asociados con la misma.

El Sindrome Reproductor y Respiratorio Porcino (PRRS - siglas en inglés) esta causado por un virus que fue
aislado por primera vez y clasificado como un arterivirus en un afo tan reciente como 1991. El sindrome de la
enfermedad ha sido reconocido por vez primera en los EE.UU. a mediados de los afios 1980 y se denomind
"enfermedad porcina misteriosa". También se denomina enfermedad de la oreja azul. El nombre arterivirus porcino
ha sido propuesto recientemente. El virus del PRRS tiene una particular afinidad por los macréfagos, particularmente
los que se encuentran en los pulmones. Los macrofagos son parte de las defensas del cuerpo. Los que estan
presentes en los pulmones se denominan macréfagos alveolares. Estos ingieren y eliminan bacterias y virus
invasores, pero no en el caso del virus del PRRS. En su lugar, el virus se multiplica en el interior de ellos
produciendo mas virus y mata a los macrofagos. Una vez que ha penetrado en una piara, tiende a permanecer
presente y activo indefinidamente. Hasta el 40% de los macréfagos se destruye, lo cual elimina una parte principal
del mecanismo de la defensa de los cuerpos y permite que bacterias y otros virus proliferen y provoquen dafio. Un
ejemplo comun de esto es el aumento perceptible de la gravedad de la neumonia enzodtica en unidades de
engorde/acabado cuando son infectadas con el virus del PRRS. Puede pasar un afo antes de que toda la camada,
en particular en grandes piaras, se infecte por primera vez y, aunque parece que el virus se difunde rapidamente en
una piara, pueden pasar aproximadamente 4 - 5 meses antes de que al menos el 90% de las cerdas se vuelvan
sero-positivas. Algunas cerdas siguen siendo seronegativas. Ademas, no es inhabitual que piaras de cerdas
contengan, 1-2 afios después de la infeccion, menos del 20% de animales seroldgicos positivos. Sin embargo, esto
no significa necesariamente que dichos animales no sigan siendo inmunes ni tampoco significa que hayan dejado de
transferir la inmunidad a sus crias. Los animales adultos eliminan el virus durante periodos de tiempo mucho mas
cortos (14 dias) en comparacion con cerdos en desarrollo que los pueden excretar durante 1-2 meses. La imagen
clinica puede variar tremendamente de una piara a otra. Como guia, por cada tres piaras expuestas al PRRS por
vez primera, una no mostrara ninguna enfermedad reconocible, la segunda mostraria una enfermedad suave y la
tercera una enfermedad de moderada a grave. Las razones de ello no se comprenden claramente. Sin embargo,
cuanto mejor sea el estado de salud de la piara, tanto menos graves seran los efectos de la enfermedad. Puede ser
que el virus mute a medida que se multiplica, dando como resultado algunas cepas que son muy virulentas y
algunas que no lo son. El PRRS infecta a todos los tipos de piaras, incluidas unidades con un estado de salud bueno
u ordinario, tanto en establos como al aire libre, independientemente del tamafo.

Mycoplasma hyopneumoniae (M hyo) es una bacteria pequefa (400-1200 nm) clasificada en la familia
Mycoplasmataceae. M hyo esta asociada con la Neumonia Enzodtica, una enfermedad respiratoria en cerdos que
comunmente se observa en cerdos en las fases de desarrollo y engorde. M hyo ataca los cilios de células epiteliales
de la traquea y los pulmones, determinando que los cilios cesen de batir (ciliostasis) y, finalmente, determinen que
se aplasten zonas de los pulmones. Dependiendo del grado de la enfermedad, la ganancia de peso vivo diario de
cerdos infectados se puede reducir en hasta un 17%. La Neumonia Enzodtica esta ampliamente difundida en
poblaciones de cerdos y esta presente en casi cada una de las piaras. M hyo se considera un patégeno primario que
facilita la penetracion del PRRSV vy otros patdgenos respiratorios en los pulmones. En tres cepas separadas, 232, J
y 7448, se han secuenciado sus genomas (Minion et al., J. Bacteriol. 186: 7123-33, 2004; Vasconcelos et al., J.
Bacteriol. 187: 5568-77, 2005).

La enteritis porcina proliferativa es una enfermedad diarreica comun de cerdos de desarrollo-engorde y de crianza
jovenes, caracterizada por hiperplasia e inflamacién del ileon y colon. A menudo, es suave y auto-limitante, pero a
veces provoca una diarrea persistente, enteritis necroética grave, o enteritis hemorragica con alta mortalidad. La
etiologia es la bacteria intracelular, recientemente clasificada, Lawsonia intracellularis. El organismo ha sido
cultivado solamente en cultivos celulares, y han fracasado intentos de su propagacién en medio exento de células.
Los postulados de Koch se han cumplido mediante inoculaciéon de cultivos puros de L intracellularis en cerdos de
crianza convencional; se produjeron lesiones tipicas de la enfermedad, y L intracellularis fue reaislado a partir de las
lesiones. La forma no hemorragica, mas comun, de la enfermedad afecta frecuentemente a cerdos de 18 a 36 kg y
se caracteriza por una aparicion repentina de la diarrea. Las heces son de acuosas a pastosas, parduzcas o
tenuemente tefiidas de sangre. Después de ~2 dias, los cerdos pueden pasar por formaciones fibrinonecréticas
amarillas que se han formado en el ileon. La mayoria de los cerdos afectados se recupera espontdneamente, pero
un nimero significativo desarrolla enteritis necrotica crénica con emaciacion progresiva. La forma hemorragica se
caracteriza por una palidez cutanea, debilidad y paso de heces alquitranadas, hemorragicas o negras. Las cerdas
jovenes prefiadas pueden abortar. Las lesiones pueden aparecer en cualquier lugar en la mitad inferior del intestino
delgado, el intestino ciego o colon, pero son lo mas frecuentes y obvios en el ileon. La pared del intestino se
engrosa, y el mesenterio puede ser edematoso. Se amplian los n6dulos linfaticos mesentéricos. La mucosa intestinal
aparece engrosada y rugosa, puede estar cubierta de una membrana fibrinonecroética parduzca o amarilla 'y, a veces,
tiene hemorragias petequiales. Las formaciones necréticas amarillas se pueden encontrar en el ileon o atravesando
el colon. Una necrosis de la mucosa difusa y completa en casos crénicos hace que el intestino se vuelva rigido,
asemejandose a una manguera de jardin. Las lesiones de la mucosa proliferativas se encuentran a menudo en el
colon, pero solamente se detectan mediante una inspeccion cuidadosa en la necropsia. En la forma profundamente
hemorragica existen heces alquitranadas rojas o negras en el colon y sangre coagulada en el ileon.
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El Virus de la Diarrea Viral Bovina (BVD - siglas en inglés) y el de la enfermedad de la Frontera son dos virus, que se
encuentran en el mismo grupo de pestivirus que el virus de la fiebre porcina (peste porcina), pero que principalmente
infecta al ganado bovino y a las ovejas, respectivamente. Estos pueden penetrar en piaras de crianza y provocar
problemas reproductivos. La enfermedad no es una causa comun de infertilidad en las cerdas y se consideraria baja
en la lista de posibilidades desde un punto de vista diagnostico.

La leptospirosis es una enfermedad contagiosa de los animales, incluyendo el hombre, causada por diversas
serovariedades leptospirales inmunolégicamente distintas, la mayoria de las cuales se consideran subgrupos de
Leptospira interrogans. Existen cinco serovariedades y grupos que son importantes en cerdos: pomona, australis,
tarassovi, canicola, icterohaemorrhagicae y grippotyphosa. Las infecciones pueden ser asintomaticas o provocar
diversos sintomas, incluidos anorexia, pirexia, apatia, ictericia, abortos, partos muertos y otros problemas
reproductivos vagos y muerte. Después de una infeccion aguda, leptospiras se localizan frecuentemente en los
rifones u érganos reproductores que consisten en pequefos focos grises diseminados de una nefritis focal
intersticial, y son vertidos en la orina, a veces en grandes nimeros durante meses o afios. Dado que los organismos
sobreviven en aguas superficiales durante periodos extensos, la enfermedad es a menudo de transmision hidrica.
En los Estados Unidos, la enfermedad se debe principalmente a las serovariedades Leptospira hardjo, Leptospira
pomona'y Leptospira grippotyphosa. El diagnostico puede ser dificil, debido a que los titulos de anticuerpos pueden
ser transitorios, durando menos de un mes. Ademas, Leptospira también se puede encontrar en animales sanos. L.
australis serovariedad bratislava estd muy comunmente asociada con problemas reproductores. Piaras
cronicamente infectadas exhiben abortos, partos muertos y cochinillos débiles.

La brucelosis es causada por bacterias del género Brucella y se caracteriza por aborto, placenta retenida,
infertilidad, orquitis en verracos y metritis grave en cerdas. En cochinillos, la enfermedad se caracteriza por paralisis
posterior y cojera. La enfermedad en cerdos es provocada, casi exclusivamente, por Brucella suis biovariedades 1, 2
y 3. Un cierto nimero de otros mamiferos pueden portar y transmitir Brucella suis a cerdos. La infeccion se propaga
rapidamente y causa muchos abortos en piaras no vacunadas. La transmision ocurre principalmente mediante
contacto con otro cerdo, aunque es posible una transmision venérea. Un diagndstico serologico puede ser dificil
debido a un organismo relativamente comun, Yersinia enterocolitica O:9 que comparte un antigeno comun con
Brucella y que, a menudo, determina resultados falsos positivos. Lesiones post-mortem incluyen habitualmente
metritis y orquitis, y pueden incluir abscesos, a veces con focos de necrosis en el higado.

Clostridium es una bacteria gram-positiva ubicua, de la familia Clostridiaceae, que se encuentra habitualmente en
la tierra, pero que también aparece de forma natural en los intestinos de la mayoria de los animales. Las infecciones
por C. difficile en cerdos se caracterizan por edema mesocoldnico grave, diarrea y edema en otros tejidos, tal como
el hidrotorax. Enteritis por Clostridium en cerdos es provocada por C. perfringens, y se caracteriza por enteritis
cronica, que va acompanada de diarrea, pérdida de peso y fiebre. La infeccion con los tipos A, By C de C.
perfringens produce enteritis grave, disenteria, toxemia y alta mortalidad en terneros jovenes. Los tipos B 'y C
producen ambos la toxina 8 altamente necrosante y letal que es responsable del extenso dafo intestinal. Esta toxina
es sensible a las enzimas proteoliticas, y la enfermedad esta asociada con la inhibicion de protedlisis en el intestino.
Se ha sugerido que el calostro de las cerdas, que contiene un inhibidor de tripsina, es un factor en la susceptibilidad
de los cerdos jovenes. La enfermedad puede causar una muerte subita en cochinillos de menos de una semana de
edad y, lo mas comun, en el espacio de los 3 dias del nacimiento. En cochinillos mas viejos, Clostridium enteritis
provoca un engrosamiento del intestino delgado, haciendo dificil la absorcion de alimentos y nutrientes. Los
cochinillos mueren habitualmente como resultado de una combinacion de la infeccidon y carencia de nutrientes. La
muerte puede producirse en unas pocas horas, pero los casos menos graves sobreviven durante algunos dias y es
posible la recuperacién en un periodo de varios dias. La enteritis hemorragica con ulceracién de la mucosa es la
lesion mas importante en todas las especies. En términos generales, la parte afectada del intestino presenta un color
azul profundo-purpura y a simple vista parece ser un infarto asociado con torsion mesentérica. Se pueden analizar
muestras de los contenidos intestinales para bacterias gram-positivas con forma de bastoncillos, y se pueden
realizar filtrados para detectar toxinas y luego identificar por neutralizaciéon con antisuero especifico.

Se sospecha, aunque no se ha confirmado todavia, que Clostridium novyi es una causa de muerte sibita en ganado
bovino y cerdos alimentados con dietas con alto contenido de granos, y en los que no se podian detectar lesiones
pre-existentes en el higado. Las toxinas letales y necrosantes (principalmente toxina a) dafan el parénquima
hepatico, permitiendo de este modo que las bacterias se multipliquen y produzcan una cantidad letal de la toxina.
Habitualmente, la muerte es subita sin signos bien definidos. Los animales afectados tienden a quedar rezagados de
la piara, asumen recumbencia esternal y mueren al cabo de unas pocas horas. La mayoria de los casos ocurre en
verano y a principios del otofio, cuando la infeccion hepatica provocada por trematodos esta en su esplendor. La
enfermedad es mas prevalente en ovejas de 1 a 4 afos de edad y se limita a animales infectados con trematodos
hepaticos. La diferenciacion de la fascioliasis aguda puede ser dificil, pero las muertes peragudas de los animales
que muestran lesiones tipicas en la necropsia deberian levantar sospechas de hepatitis necrética infecciosa. Las
lesiones mas caracteristicas son focos necroticos de color amarillo grisaceo en el higado que a menudo siguen los
rastros migratorios de los trematodos jévenes. Otros hallazgos comunes consisten en el pericardio agrandado
relleno con un fluido de color paja, y en el exceso de fluido en las cavidades peritoneal y toracica. Usualmente, se
produce una ruptura extensa de los capilares en el tejido subcutaneo, que hace que la piel adyacente se torne negra
(de alli el nombre comun enfermedad negra).
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Clostridium septicum se halla en el suelo y los contenidos intestinales de animales (incluyendo el hombre) de todo el
mundo. La infecciobn comunmente se produce a través de la contaminacién de heridas que contienen tejido
desvitalizado, suciedad o algun otro debilitante de los tejidos. Pueden infectarse las heridas causadas por accidente,
castracién, vacunacion antihigiénica y parto. Los signos generales, tales como anorexia, intoxicacion y fiebre alta,
asi como lesiones locales, se manifiestan al cabo de unas pocas horas o unos pocos dias de la lesién
predisponente. Las lesiones locales son prominencias blandas que se hunden al presionar y que se extienden
rapidamente debido a la formacién de grandes cantidades de exudado que infiltra el tejido conjuntivo subcutaneo e
intramuscular de las areas afectadas. Las acumulaciones de gas no son comunes. Edema maligno asociado con
laceraciones se caracteriza por un edema acusado, toxemia grave y muerte en 24-48 h.

La toxemia teténica es causada por una neurotoxina especifica producida por el Clostridium tetani en el tejido
necrotico. Casi todos los mamiferos, incluidos los cerdos, son susceptibles a esta enfermedad. Si bien el tétanos se
distribuye por todo el mundo, hay algunas zonas, como la seccion de Montanas Rocosas del Norte de los Estados
Unidos, en donde el organismo es muy infrecuente en el suelo y en donde el tétanos practicamente se desconoce.
En general, la aparicién de C. tetani en el suelo y la incidencia del tétanos en el hombre es mayor en zonas mas
calidas de los distintos continentes. Clostridium tetani, un anaerobio con esporas esféricas terminales, se halla en el
suelo y en los tractos intestinales. En la mayoria de los casos, se introduce en los tejidos a través de heridas,
particularmente heridas por puncion profunda, que proporcionan un entorno anaerobio adecuado.

La infeccion con Salmonella spp puede producir diarrea en animales de todas las edades, especialmente aquellos
que estan estresados, amontonados o expuestos a alimentaciéon o suministro de agua densamente contaminado. La
salmonelosis es causada por muchas especies de salmonelas y se caracteriza clinicamente por uno o mas de tres
sindromes principales: septicemia, enteritis aguda y enteritis crénica. La incidencia ha aumentado con la
intensificacion de la produccion de todo tipo de ganado. A pesar de que diversos tipos de Salmonella pueden
provocar infecciones en cerdos, las salmonelas clasicas encontradas en cerdos son S. choleraesuis y S.
typhimurium. Sus patrones clinicos resultantes de la mayoria de salmonelas no son claros y las diferentes especies
de salmonelas tienden a diferir en su epidemiologia. El perfil plasmido y los patrones de resistencia a los farmacos a
veces son marcadores Utiles para estudios epidemiolégicos. La salmonelosis septicémica esta asociada, a menudo,
con S choleraesuis. Los cochinillos infectados demuestran una desgana a moverse, anorexia, una fiebre alta de
40,5°C — 41,6°C, y pueden tener tos superficial. Los cochinillos también pueden encontrarse muertos con
extremidades cianéticas. S choleraesuis es una de las raras enfermedades que pueden provocar tanto neumonia
como diarrea y la mortalidad de cochinillos infectados es a menudo alta. La enterocolitis esta generalmente asociada
con la S typhimurium mas comun. Las infecciones se caracterizan por diarrea amarilla o acuosa que puede contener
sangre o mucus a medida que progresa la infeccion. La mortalidad es baja y, a menudo, estd asociada con
deshidratacién y deficiencia en potasio procedente de la diarrea. Las heces de animales infectados pueden
contaminar el alimento y el agua, las carnes procesadas y frescas de mataderos, los productos vegetales y animales
utilizados como fertilizantes o los piensos, forrajes y pastizales, y muchos materiales inertes. S choleraesuis
raramente se encuentra en los alimentos. También se puede contagiar directamente a través de contacto con un
animal infectado. Salmonella puede sobrevivir durante meses en zonas himedas y calientes tales como establos de
alimentacion de cerdos o en cuevas de agua. Los roedores y las aves salvajes son también fuentes de infeccion. La
prevalencia de la infeccién varia entre las especies y los paises, y es mucho mas alta que la incidencia de la
enfermedad clinica, que comunmente se precipita por situaciones estresantes tales como deprivacion subita del
alimento, transporte, sequia, amontonamiento, parto y administracion de algunos farmacos.

Escherichia coli es una bacteria de la familia Enterbacteriaceae y es uno de los tipos principales de bacterias que
aparecen de forma natural en los intestinos delgados de todos los mamiferos. A pesar de que habitualmente son
inofensivas, algunas cepas de E coli pueden producir un cierto nimero de exotoxinas y endotoxinas que provocan
infeccion y enfermedad. Exotoxinas térmicamente labiles (LT — siglas en inglés) y térmicamente estables (ST —
siglas en inglés) son producidas activamente por algunas cepas y son las responsables de provocar diarrea. La
variante de tipo Il de toxina similar a Shigela (SLT-lle), Stx2e y la enfermedad de edema de verotoxina actlian sobre
la pared de las arterias pequefias, dando como resultado un edema. Endotoxinas, tal como lipido A, juegan un papel
en la mastitis e infecciones del tracto urinario. La infeccién por E. coli se caracteriza por un cierto numero de
diferentes sintomas, dependiendo de la cepa particular implicada, incluida diarrea, ojos hundidos, desarrollo poco
vigoroso, pérdida de peso visible, crecimiento atrofiado, depresién, edema del intestino, mastitis, cistitis, pielonefritis
y muerte. E. coli se pueden clasificar y codificar por su pared celular (antigenos O) y fimbrias (antigenos F). Por
ejemplo, la diarrea estd a menudo asociada con E. coli Abbotstown: 0147, F4, F5, mientras que el edema del
intestino esta asociado con fimbrias F18. Identificar correctamente el cédigo es esencial para la seleccién de la
vacuna correcta. Las infecciones por E. coli comprometen al sistema inmune del cerdo y las muertes son a menudo
el resultado de infecciones secundarias y enfermedad.

La viruela porcina es una enfermedad que causa lesiones de la piel, llagas, pustulas y costras.

La eperitrozoonosis es una enfermedad ickettsial (hemotréfica) causada por Eperythrozoon suis, un organismo
bacteriano extracelular que se adhiere a membranas de los eritrocitos de cerdos, induciendo su deformacién y
lesion. La enfermedad se caracteriza por anemia e ictericia (decoloracién amarilla de membranas mucosas, esclera
y oidos internos). Puede conducir a bajas tasas de concepcién, otros problemas de reproduccién indefinidos, e
incluso la muerte.
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La peste porcina, también conocida como Fiebre Porcina Cladsica (CSF - siglas en inglés) o Fiebre Porcina Africana
(ASF - siglas en inglés) es una enfermedad causada por un virus Flaviviridae, que es un virus de ARN con cubierta
0, en el caso de la ASF, un virus de ADN con cubierta que esta relacionado con los virus varicela. Clinicamente,
CSF y ASF son indistinguibles. Los primeros sintomas son una disminucion de la actividad y somnolencia con algo
de anorexia y los cerdos pueden aparecer desanimados. En el espacio de dias, los cerdos presentan una fiebre
acusada (41-42 grados Celsius), que a veces va acompafnada de enrojecimiento de la piel. A continuacién, los
cerdos desarrollan una conjuntivitis y estrefimiento que conduce a diarrea amarillenta. En las piaras, los cerdos
apareceran desanimados y, a menudo, se agruparan. Unos pocos cerdos pueden sufrir convulsiones antes de morir.
Los cerdos comienzan a morir con una coloracién purpura diseminante de la piel y la muerte se produce, a menudo,
en el espacio de 10-20 dias post-infeccion. Los cerdos supervivientes se veran bastantes veces afectados por un
retardo serio de su desarrollo y por lomos arqueados. En piaras establecidas, los cochinillos infectados por su madre
durante el embarazo pueden resultar en aborto, momificacién, malformaciones, partos muertos y cochinillos nacidos
débiles. Cochinillos nacidos de madres infectadas por CSF pueden seguir siendo sanos, pero continuamente
difunden la enfermedad a lo largo de sus vidas.

Pasteurelosis neumonica y estreptococos son causados por Pasteurella multocida y diversas especies de
estreptococos, tipicamente S. suis. La infeccién por el agente causante representa generalmente la fase final del
sindrome respiratorio post-destete. Los sintomas clinicos aparecen en tres formas; la forma aguda esta asociada, lo
mas comunmente, con animales P. multocida serotipo B. presentes con dispnoea, respiracién forzada, latidos
violentos del corazon, fiebre alta (42,2 grados Celsius), abatimiento y, finalmente, muerte. En algunos casos, el
abdomen se vuelve pulrpura con decoloracién. Una segunda forma es una forma sub-aguda, caracterizada por
pleuritis, tos y dificultad de respirar. Los cerdos pueden perder cantidades importantes de peso y pueden tener un
desarrollo deficiente o ninguno, con serias consecuencias en la abundancia de cerdos. La forma cronica se presenta
con tos ocasional, latidos violentos del corazén y poca o nada de fiebre. Esta forma afecta generalmente a cerdos de
10-16 semanas de edad.

La meningitis estreptocdcica causa inflamacion de las meninges que son las membranas que cubren el cerebro.
En el cochinillo lechal, habitualmente es provocada por Streptococcus suis, Haemophilus parasuis o, a veces,
bacterias tales como E. coli y otros estreptococos. S. suis tiene muchos serotipos. En la mayoria de los paises, S.
suis tipo 1 es el principal en cochinillos lechales, pero esto puede no ser cierto en otros paises. Por ejemplo, en
Dinamarca es el tipo 7. S. suis también determina problemas colectivos, particularmente de los tipos 1y 14. S. suis
es portado durante largos periodos en las tonsilas y puede ser transmitido al cochinillo lechal por la cerda o por otros
cochinillos. La cerda proporciona también un nivel variable de inmunidad en el calostro. La meningitis estreptocécica
en cochinillos lechales es esporadica en cochinillos individuales. La meningitis estreptocécica puede ser peor en
cochinillos lechales cuando el organismo haya sido introducido en la piara por vez primera, o en los casos en los que
es secundaria a la infeccion con PRRS.

El virus de la pseudorrabia, también conocido como virus de la rabia porcina, es un virus herpes porcino, en donde
el agente causante es un virus herpes de ADN con cubierta. En piaras no expuestas previamente al virus, los cerdos
neonatos presentan un intervalo de sintomas nerviosos centrales graves de coordinacién desde ajustada a grave. La
posterior paralisis puede dar como resultado cochinillos que se sientan de una manera que se asemeja a los perros.
Adicionalmente, la mortalidad es elevada. En cerdos destetados, los sintomas nerviosos centrales se pueden
reducir, pero pueden venir acompafados por un aumento de sintomas respiratorios. Bastantes veces, las
enfermedades respiratorias estan asociadas con infecciones secundarias. Cerdos destetados pueden adelgazar y
padecer un desarrollo enfermizo y, a menudo, atrofiado. En cerdos en desarrollo, los sintomas nerviosos centrales
contindan reduciéndose, al tiempo que los sintomas respiratorios aumentan. El grado de enfermedad respiratoria
depende de la presencia y gravedad de infecciones secundarias. En adultos, predominan los sintomas
reproductores. Las cerdas pueden abortar y es probable que animales estrechamente infectados paran cochinillos
nacidos muertos o débiles. En piaras establecidas, puede haber pocos sintomas clinicos.

El Virus de la Gripe porcina causa la gripe porcina y pertenece al grupo del virus de la influenza de Tipo A. En
piaras no expuestas previamente al virus, los sintomas clinicos pueden estar presentes en brotes explosivos,
enfermando la totalidad o muchos animales al mismo tiempo. Los animales pueden estar presentes con inactividad,
depresion, apilamiento/inyeccion y anorexia. Los animales respiran a menudo por la boca y la respiracién es
laboriosa. Puede aparecer un acceso de tos tras el movimiento. Otros sintomas clinicos incluyen una descarga nasal
y 0jos hinchados con temperaturas rectales entre 40,5 — 41,5° Celsius. Las altas temperaturas en una cerda
primipara puede resultar en abortos, infertilidad, produccion de pequefias camadas débiles y partos muertos
incrementados. En piaras establecidas, aparece una reinfeccién anual.

La colitis espiroquética es causada por la bacteria Brachyspira pilosicoli. Esta infeccion afecta generalmente a
cerdos de engorde/acabado de 10-20 semanas de edad. Se caracteriza por diarrea de extenuacion no fatal de
cerdos en desarrollo que da como resultado un nimero incrementado de los dias necesarios para acabar. La diarrea
resulta también en la reduccién de la eficacia de la alimentacion y produce diarrea acuosa o heces sueltas.
Aproximadamente la mitad de los cerdos muestra diarrea de verde a parduzca. de acuosa a mucoide, transitoria a
persistente, sin sangre. Los sintomas clinicos son mas comunes 10-14 dias después de mezclar y cambiar la
alimentacion.
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La disenteria porcina estd causada por la bacteria Brachyspira hyodysentheriae. Actualmente existen doce
serotipos conocidos. Sintomas clinicos en piaras establecidas incluyen diarrea, una pérdida rapida del estado en
algunos cerdos, un aspecto peludo, deshidratacién, abdomen doloroso y la muerte de uno o dos cerdos antes de
que otros cerdos muestren cualesquiera sintomas. En un brote clave en piaras no expuestas previamente a la
bacteria, todos los grupos de edad desde cochinillos lechales a cerdas adultas pueden verse afectados.

La gastroenteritis transmisible es una enfermedad de los intestinos causada por un coronavirus. Se encuentra en la
misma familia que el coronavirus respiratorio porcino, virus de la diarrea epidémica y virus de encefalomielitis
hemoaglutinante. Sintomas clinicos iniciales son diarrea acuosa, vomitos y anorexia. Cochinillos menores a 21 dias
de edad generalmente mueren, los de destete se vuelven de desarrollo poco vigoroso, mientras que los de engorde,
acabado y adultos se ven generalmente afectados ligeramente y sobrevivirdn si se les proporciona agua adecuada.

La parvovirosis es una enfermedad caracterizada por problemas de reproduccién en cerdos. El agente causante es
un virus de ADN pequefio, sin cubierta. Los fetos son el Unico grupo afectado y el efecto sobre el feto depende de la
edad a la que son infectados. A los 10-30 dias de edad, la infeccion da como resultado la muerte y reabsorcion del
feto. Entre 30-70 dias de edad, la infeccion da como resultado la muerte y la momificacién. Y de 70 dias hasta la
muerte, las infecciones resultan en el nacimiento de cochinillos débiles y momificacion. La enfermedad es capaz de
atravesar la placenta y luego desplazarse en cada feto a lo largo del Gtero. En las cerdas, los sintomas clinicos son
partos muertos, cochinillos momificados, muertes de embriones, infertilidad y la produccion de un ndmero
significativamente reducido de descendencia nacida viva. El aborto no es un rasgo caracteristico de infeccién por
parvovirus.

La pleuroneumonia por Actinobacillus, también conocida como APP y la pleuroneumonia por Haemophilus, es
causada por la bacteria Actinobacillus pleuropneumoniae. Actualmente existen 15 serovirus descritos y la gravedad
de los sintomas clinicos difiere entre los diferentes serovirus y la presencia de otros factores. Los serovirus 1, 5, 9,
10 y 11 se consideran los mas virulentos. Adicionalmente, los serovirus 1,9y 11;2, 6y 8; y 4 y 7 pueden reaccionar
cruzadamente. Son susceptibles cerdos de todas las edades. Los sintomas clinicos son una enfermedad repentina
que da como resultado animales que se tumban mucho y que presentan una elevada temperatura rectal de 41,5°
Celsius. Los animales son generalmente anoréxicos y no beben, sus extremidades se vuelven cianéticas y frias al
tacto. La cianosis se puede difundir por todo el cuerpo y desarrollan graves dificultades respiratorias, a menudo con
una respiracién por la boca, antes de morir. Espuma manchada de sangre se puede observar en la boca y en las
fosas nasales y la muerte se produce, generalmente, en el espacio de 24-48 horas. Sintomas clinicos agudos
incluyen un elevado porcentaje de animales en un grupo con depresiones y que se tumban, altas temperaturas
rectales de 40,5 — 412 Celsius, anorexia, falta de beber, dolor respiratorio agudo, tos, respiraciéon por la boca,
cianosis, vomitos y aborto. Sintomas clinicos sub-agudos incluyen tos intermitente en un grupo de cerdos, una
pérdida general del apetito y una reduccion en el desarrollo. Cyrovar tipo 3 se presenta con artritis, endocarditis y
abscesos. En piaras crdénicamente afectadas, puede no verse afectada la ganancia diaria de peso, pero puede oirse
una tos intermitente.

La Enfermedad de Glasser es causada por la bacteria Haemophilus parasuis (Hps), de la que existen al menos
quince tipos diferentes. Se encuentra por todo el mundo y los organismos estan presentes incluso en piaras muy
sanas. Si piaras de este tipo se organizan utilizando técnicas SPF o MEW y estan exentas de Hps, puede ser
devastador cuando se contaminan por vez primera, produciendo una enfermedad similar a antrax con una elevada
mortalidad en cerdas. En la mayoria de las piaras en donde la bacteria es endémica, las cerdas producen una fuerte
inmunidad materna que normalmente persiste en su descendencia hasta las 8 a 12 semanas de edad. Como
resultado, los efectos de la infeccion en animales destetados es habitualmente nula o minima. Sin embargo, la
enfermedad puede observarse en cerdos lechales. Los cerdos se ven habitualmente infectados sub-clinicamente
cuando siguen protegidos por el anticuerpo materno y después estimulan su propia respuesta inmunitaria. Sin
embargo, si la inmunidad materna desaparece antes de verse infectados, pueden desarrollar una enfermedad grave.
Esto se produce habitualmente en algin momento después del destete. También puede actuar como un patdégeno
secundario a otras enfermedades principales, en particular neumonia enzoética (EP - siglas en inglés) (Mycoplasma
hyopneumoniae). Los brotes de la enfermedad son experimentados a veces en cerdos lechales, en particular en
piaras de cerdos jovenes. Hps ataca las superficies lisas de las articulaciones, tegumentos de los intestinos,
pulmones, corazdén y cerebro provocando neumonia, infeccion del saco del corazén, peritonitis y pleurisia. Se
difunde por la respiracion. La enfermedad provocada por Hps es rara en cerdas, a menos que la cerda seca no haya
estado previamente expuesta a la bacteria. Cojera o rigidez, ligeras hinchazones sobre las articulaciones y los
tendones y, raramente, meningitis, se observan ocasionalmente en cerdas jévenes. En cochinillos, la enfermedad
aguda se presenta con cerdos rapidamente deprimidos con temperatura elevada, inapetencis y una reluctancia a
crecer. Un rasgo caracteristico es una tos corta de 2-3 episodios. No es inhabitual una muerte subita en cochinillos
lechales buenos. Se sabe también que Hps provoca casos individuales de artritis y cojera con fiebre e inapetencia.
La enfermedad crénica se caracteriza por cerdos pdlidos y de desarrollo deficiente. También puede producirse una
muerte subita. Para cerdos de destete y de engorde, los cerdos con la enfermedad de Glasser se convierten
rapidamente con depresion o simplemente pueden encontrarse muertos. Otros sintomas incluyen una temperatura
elevada, anorexia, una reluctancia a crecer, sintomas nerviosos tales como accesos y convulsiones incluida
meningitis, y cerdos deficientes, que se extenlian y a menudo resulta la aparicién de pelo. En cerdos en desarrollo
jovenes, los sintomas siguientes son los mas comunes: fiebre, meningitis suave, artritis, cojera, neumonia, infeccion
del saco del corazon, peritonitis y pleurisia. De nuevo, un rasgo caracteristico es una tos corta de solamente 2-3
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episodios.

La epidermitis exudativa es causada por la bacteria Staphylococcus hyicus que vive normalmente sobre la piel sin
provocar enfermedad. No se sabe por qué algunas veces se expande y provoca una dermatitis la cual mana fluido
grasiento. Produce toxinas que son absorbidas en el sistema y deteriora el higado y los rifiones. En el cochinillo
lechal la enfermedad se confina habitualmente a animales individuales, pero puede ser un gran problema en nuevas
piaras de cerdos jovenes y cerdos destetados. Durante los dias que preceden inmediatamente al parto, la bacteria
se multiplica prédigamente en la vagina de las cerdas, de modo que los cochinillos son infectados durante el proceso
de nacimiento o poco después. Los sintomas en las cerdas incluyen lesiones no comunes, pero localizadas que se
pueden observar particularmente detras de la cara y los ojos. Cochinillos gravemente afectados moriran. En los
cochinillos, los sintomas incluyen lesiones localizadas en los flancos y detras de las orejas. Las lesiones comienzan
habitualmente con pequefias zonas de infeccién, oscuras y localizadas, en torno a la cara o sobre las patas. La piel
a lo largo de los flancos de la panza y entre las patas torna a un color pardo, implicando gradualmente a la totalidad
del cuerpo. La piel adquiere arrugas con formacion de escamas de grandes zonas y tiene un tacto grasiento. En
casos graves, la piel se vuelve negra debido a la necrosis y los cochinillos mueren. Se observa una imagen mas
localizada si la cerda ha transferido algo de inmunidad al cochinillo, con pequefias lesiones circunscritas de un
diametro de aproximadamente 5-10 mm de diametro que no se difunden. Para cerdos destetados y de engorde, los
sintomas comienzan habitualmente alrededor de 3 dias después del destete, con zonas de infeccién pardas
localizadas en torno a la cara o sobre las patas en donde la piel ha sido dafiada. Puede ulcerarse. La piel a lo largo
de los flancos de la panza y entre las patas torna a un color pardo, implicando gradualmente a la totalidad del
cuerpo. La piel adquiere arrugas con formacion de escamas en grandes zonas y progresa a una textura grasienta
oscura y, en casos graves, se vuelve negra. Casos de este tipo mueren habitualmente debido a las toxinas
producidas por los organismos de estafilococos. En criaderos puede verse implicado hasta el 15% de la poblacién y
la deshidratacion es comun.

La erisipela porcina es causada por una bacteria, Erysipelothrix rhusiopathiae, que se encuentra en la mayoria, si
no en todas las granjas de cerdos. Hasta el 50% de los animales puede portarla en sus amigdalas. Siempre esta
presente en el cerdo o en el entorno, ya que es excretada a través de la saliva, las heces o la orina. También se
encuentra en muchas otras especies, incluidas aves y ovejas, y puede sobrevivir fuera del cerdo durante unas pocas
semanas y durante mds tiempo en suelos ligeros. Asi, es imposible eliminarla de una piara. Las heces infectadas
son probablemente la principal fuente de infeccién, particularmente en pocilgas de engorde y de acabado. La
bacteria sola puede causar la enfermedad, pero las infecciones viricas concurrentes, tales como PRRS o influenza,
pueden disparar los brotes. La enfermedad es relativamente no comin en cerdos de menos de 8-12 semanas de
edad, debido a la proteccion proporcionada por anticuerpos maternales procedentes de la cerda a través del
calostro. Los animales mas susceptibles son cerdos de engorde, cerdos jévenes no vacunados y hasta cerdas de 4°
parto. El organismo se multipilica en el cuerpo e invade el torrente sanguineo para producir una septicemia. La
rapidez de multiplicacién y el nivel de inmunidad en el cerdo determina entonces los sintomas clinicos.

La eperitrozoonosis (Epe) es una enfermedad causada por una bacteria denominada Eperitrozoonosis suis la cual
ataca la superficie de glébulos rojos y, a veces, los destruye. El cerdo puede volverse entonces anémico y los
productos que quedan después de la destruccion de las células puede provocar ictericia. La enfermedad clinica se
observa, mas comiunmente, en cerdos de engorde jovenes. Sin embargo, también puede provocar problemas de
reproduccion en la piara de crianza. Una cerda puede portar Epe y seguir estando bastante sana, pero puede
atravesar la placenta, resultando cerdos débilmente pélidos cuando nacen. Epe esta presente en la mayoria, si no
en todas las piaras, pero se desconocen los mecanismos que permiten que se vuelva patégeno y produzca
enfermedad en algunas poblaciones y no en otras. La incidencia de la enfermedad es baja.

La encefalomiocarditis, o EMC, infecta y causa enfermedad en una amplia gama de animales vertrebados, pero los
cerdos parecen ser las especies de animales de granja mas susceptibles. El virus es de alcance mundial, pero
difiere en la patogenicidad y virulencia en diferentes paises y regiones. En la mayoria de los paises de Europa,
particularmente aquellos en la UE, tiende a ser relativamente ligera o no patégeno y raramente se diagnostica la
enfermedad en cerdos. En Australia las cepas parecen ser mucho mas virulentas para cerdos que las de Nueva
Zelanda. Cepas virulentas en Florida, el Caribe y, probablemente, América Central, dafian el corazén y provocan la
muerte, mientras que aquellas en el Medio Oeste de EE.UU. tienden a provocar problemas reproductores. La
enfermedad clinica en cerdos tiende a producirse cuando aumenta el nimero de las ratas hasta niveles de plaga.
Los cerdos pueden ser infectados por ratas o por los alimentos o el agua contaminados por ratas. No parece que se
difunda muy facilmente entre los cerdos. En piaras afectadas no existen habitualmente sintomas clinicos en cerdos
destetados y de engorde.

La enfermedad de Aujeszky, o AD (siglas en inglés), es una enfermedad importante de los cerdos causada por un
virus herpes. El virus puede permanecer oculto en los nervios del cerdo en un estado portador durante largos
periodos de tiempo y luego puede ser reactivado. Una vez introducido em una piara, el virus permanece
habitualmente alli y puede afectar de forma continua el comportamiento reproductor a niveles variables. El virus
puede sobrevivir hasta durante tres semanas fuera del cerdo. Se producen brotes agudos de la enfermedad cuando
cepas virulentas del virus infectan primero una piara susceptible, no vacunada. El virus cruza el Gtero y la placenta e
infecta a los fetos. El cerdo es el huésped principal. Sin embargo, los perros y el ganado vacuno pueden también
verse infectados, pueden mostrar sintomas nerviosos y morir.
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La infeccidon por citomegalovirus porcino (PCMV - siglas en inglés) es causada por una virus herpes que se
encuentra en los tejidos por todo el cuerpo, incluida la nariz de cochinillos recien nacidos en donde provoca
inflamacién (rinitis). La PCMV esta presente por todo el mundo y existe en la mayoria si no en todas las poblaciones
de cerdos, pero la mayoria de las infecciones son enfermedades sub-clinicas y las enfermedades clinicas son raras.
La serologia llevada a cabo en el Reino Unido, por ejemplo, indica que mas del 90% de las piaras han sido
expuestas a la infeccion. La rinitis producida por el virus no es comun y se produce principalmente en cerdos recien
nacidos y no tiene relacién alguna con la rinitis atréfica provocada por la bacteria Pasteurella multocidia productora
de toxinas. Por lo tanto, en la mayoria de las piaras la infeccion no es significativa y, excepto en algunas ocasiones
que provoca un suave estornudo, no tiene ningun efecto principal sobre la salud del cerdo.

La enfermedad del ojo azul es una enfermedad viral que causa sintomas nerviosos, fallo reproductor y opacidad o
coloracién de azul de la cérnea. Se observa principalmente en Mexico, pero también ha sido resefiada en otros
paises. No se observa en Europa. Sintomas incluyen falta de apetito, opacidad de la cdérnea — conjuntivitis, sintomas
nerviosos tales como paroxismos y convulsiones, una tendencia a sentarse como los perros, fiebre, recaiadas
incrementadas, intervalos incrementados de destete a apareamiento, partos muertos, cochinillos momificados, alta
mortalidad en cochinillos, testiculos hinchados y pérdida de libido.

El virus de la encefalitis B japonesa (JE - siglas en inglés) es un virus transmitido por mosquitos y solamente es
importante en paises en los que prevalecen los insectos. La mayoria de los animales domésticos se ven afectados.
Causa encefalitis en el ser humano. El cerdo es una fuente importante de infecciéon. Sintomas incluyen cochinillos
momificados o nacidos muertos, sintomas nerviosos en cochinillos tales como paroxismos y convulsiones, y fluido
de edema en cochinillos. También puede provocar infertilidad y testiculos hinchados en verracos.

La diarrea epidémica porcina (PED - siglas en inglés) es causada por un coronavirus algo similar al que provoca
TGE. Este virus estad muy diseminado en Europa. El virus dafa las vellosidades del intestino, reduciendo asi la
superficie de absorcién, con pérdida de fluido y deshidratacion. Después de la introduccién del virus en una piara de
crianza susceptible, se desarrolla una fuerte inmunidad a lo largo de dos a tres semanas. La inmunidad del calostro
protege entonces a los cochinillos. El virus desaparece habitualmente de forma espontanea de piaras de crianza,
particularmente las pequenas (< 300 cerdas). Los brotes agudos de diarrea se producen cuando el virus se introduce
por primera vez en una poblacion susceptible. En tales casos, hasta el 100% de las cerdas pueden verse afectadas,
mostrando una diarrea de ligeros a muy acuosa. Se reconocen dos cuadros clinicos: la PED de tipo | solamente
afecta a cerdos de engorde, mientras que la PED de tipo Il afecta a todas las edades, incluidos cerdos lechales y
cerdas maduras. El periodo de incubacion es de aproximadamente 2 dias y la diarrea dura de 7 a 14 dias. En cerdos
lechales, la enfermedad puede ser leve o grave con mortalidades de hasta el 40%. En grandes piaras de crianza,
particularmente si se mantienen extensamente, no todas las hembras son infectadas por vez primera y puede existir
una recidiva. Esto sélo se produce en cochinillos que maman de cerdas sin anticuerpos maternos y, por lo tanto, es
esporadica.

La infeccion por coronavirus respiratorio porcino (PRCV - siglas en inglés) aparecié por vez primera en cerdos
en Europa hace unos diez afios o mas. Esta relacionada, pero es distinta del virus de la TGE, que es otro
coronavirus. Se piensa que se transmite entre granjas por el viento y, asi, es extremadamente dificil de mantener a
las piaras libres del mismo. La infeccién tiene a menudo lugar en el cerdo lechal a las 2 a 3 semanas de edad, pero
carece de importancia. Puede tener un efecto sobre el tejido de los pulmones cuando estan presentes otros agentes
patégenos respiratorios en complejos de enfermedades respiratorias crénicas. Habitualmente, las cerdas no
presentan sintomas, pero puede producirse un acceso de tos en presencia de otros agentes respiratorios. En
cochinillos puede estar presente un acceso transitorio de tos. En cerdos de destete y de engorde, las piaras
expuestas por vez primera tienen pocos sintomas de la enfermedad, si los tienen. El sintoma mas comudn es un
acceso transitorio de tos que dura s6lo una pocas horas.

La infeccion por rotavirus es una infeccion virica que esta muy extendida en poblaciones de cerdos. Esta presente
en la mayoria, si no en todas las piaras de cerdos con virtualmente un 100% de sero-conversién en la manada
adulta. Un rasgo epidemiolégico adicional es su persistencia fuera del cerdo en donde es resistante a los cambios
medioambientales y a muchos desinfectantes. Los anticuerpos maternos persisten durante 3-6 semanas, después
de lo cual los cerdos se vuelven susceptiblea a la infeccion, pero la exposicion no desemboca necesariamente en
una enfermedad. Se estima que sélo el 10-15% de diarreas en los cerdos se inician por una infeccion por rotavirus
primaria. En la piara madura, la enfermedad aparece después de que los cochinillos tengan 7 a 10 dias de edad. Se
convierte progresivamente en menos importante con la edad. Sin embargo, si estan presentes cepas patégenas de
E. coli, puede producirse una enfermedad grave con alta mortalidad.

La rabia es causada por un virus y se considera una enfermedad rara en cerdos. Es invariablemente fatal en todas
las especies, incluido el ser humano - de ahi su importancia. La rabia estd ausente del Reino Unido, pero esta
presente en muchos otros paises por todo el mundo. La infeccion en cochinillos y cerdas es rara. En cerdas, cerdos
de destete y cerdos de engorde el cominezo de la enfermedad es subito, con sintomas que incluyen un tic nervioso
de los musculos de la cara, paroxismos y convulsiones, masticacién rapida, salivacion, musculos que pueden
espasmarse y puede producirse una paralisis posterior. La muerte tiene lugar habitualmente en el espacio de 3 dias.

La enfermedad vesicular porcina (SVD - siglas en inglés) es causada por un virus diferente de los virus que
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provocan la fiebre aftosa (FMD - siglas en inglés). Sin embargo, produce una enfermedad en cerdos que no se
puede distinguir clinicamente de la FMD. Esta enfermedad deberia ser siempre considerada si aparece una
repentida difusion de cojera con vesiculas o blisters en el hocico, lengua y partes superiores de las ufas.

La tuberculosis afecta a mamiferos, incluidas personas, aves y cerdos. El organismo causante, Mycobacterium
tuberculosis, se sub-clasifica en tipos, humano, bovino y aviar. Al tipo aviar se le alude como M. avium o, mas
frecuentemente, como complejo aviar/intracelular, ya que no es una especie uniforme. M. avium infecta
principalmente a aves, pero también se encuentra en el medio ambiente junto con M. intracellulare que es
predominantemente saprofitico o de vida en libertad. Los cerdos son raramente infectados por los tipos humano o
bovino, pero son infectados por el complejo aviar/intracelular. EI complejo aviar/intracelular también provoca
infeccion sub-clinica no-progresiva en personas sanas. La preocupacién principal es que podria provocar una
enfermedad mas grave en personas desprovistas del sistema inmune y en personas con SIDA. En la mayoria de los
paises, si se encuentran lesiones en el cuello en el matadero, se desecha la cabeza entera y si se encuentran en los
nddulos linfaticos mesentéricos que drenan los intestinos se condenan las asaduras. Si estas lesiones estan mas
difundidas por el cuerpo, lo cual es raro, puede condenarse o cocerse la carcasa entera. Si por parte del inspector
carnico se pasan por alto pequefias lesiones, una coccién normal en la cocina destruye el organismo. En todos los
cerdos la infeccién provoca pequefios nddulos en los nodulos linfaticos del cuello y los que drenan el intestino
delgado. En la gran mayoria de casos, las lesiones son no progresivas, no se extienden por el cuerpo, no hacen
enfermar al cerdo y no se excretan. No existen sintomas clinicos y no existe diferencia en el comportamiento entre
cerdos infectados y no infectados.

El virus del exantema vesicular de cerdos (VES - siglas en inglés) es diferente de los causantes de la fiebre
aftosa (FMD) y la enfermedad vesicular en cerdos (SVD), pero produce una enfermedad en cerdos que no se puede
distinguir clinicamente de FMD y SVD. A diferencia de FMD, solamente afecta a cerdos. Los sintomas incluyen una
mortalidad baja, pero pueden existir algunas muertes en cochinillos lechales. Otros sintomas incluyen salivacion,
inapetencia y vesiculas en torno a la boca, nariz, lengua y pies.

La estomatitis vesicular (VS - siglas en inglés) causa una enfermedad que ocurre principalmente en América del
Sur y en Centroamérica, ocasionalmente en los EE.UU. y raramente en forma de epidemias tan al Norte como
Canada y tan al Sur como Argentina. El virus VS produce una enfermedad en cerdos que no se puede distinguir
clinicamente de FMD, SVD y VES. Sin embargo, lo mas frecuentemente la infeccién de los cerdos es subclinica. En
todos los cerdos la infeccion se caracteriza por el babeo de saliva, lesiones en los pies y cojera, una reduccion en la
tasa de desarrollo, un aumento de la temperatura corporal hasta 40-41°C, la aparicién de vesiculas (blisters) de
hasta 30 mm de diametro en la nariz, los labios, las tetas y en torno a las coronas de los cascos que pueden hacer
parecer cojos a los cerdos. La mortalidad es habitualmente baja y la mayoria de los cerdos se recupera en una a dos
semanas.

La rinitis atréfica, es una enfermedad progresiva y no progresiva, que causa inflamacién de la nariz y puede ser
causada por una diversidad de bacterias y sustancias irritantes. Durante el proceso de la infeccién, las estructuras
delicadas o las conchas nasales en la nariz son danadas y se atrofian o desaparecen. La rinitis atrofica progresiva
describe una enfermedad especifica en donde los tejidos de la nariz se atrofian permanentemente. Esta rinitis es
provocada por cepas de Pasteurella multocidia (PMt) productoras de una toxina especifica. Existen dos tipos, A y D.
En cerdos lechales, los primeros sintomas son el estornudo, resoplidos y una descarga nasal, pero en brotes agudos
en donde hay pocos anticuerpos maternos, la rinitis puede ser tan grave hasta el punto que se produce una
hemorragia de la nariz. Hacia las tres a cuatro semanas de edad y desde el destete hacia delante existe evidencia
de rasgon y una malformacién de la nariz asociada con un retorcimiento y un acortamiento. Los cerdos gravemente
afectados pueden tener problemas al comer. Existe una ganancia de peso diaria considerablemente reducida. En
brotes graves, los cerdos no pueden desarrollarse hasta alcanzar el peso del mercado.

Los virus de la encefalitis equina del Este (EEEV - siglas en inglés) son miembros del género Alphavirus, familia
Togaviridae. Los EEEV pueden ser transmitidos a animales equinos y seres humanos la picadura de un mosquito
infectado. Ademas de caballos y seres humanos, los EEEV pueden producir una enfermedad grave en especies
comunes de ganado tales como cerdos y ganado vacuno. Los EEEV, o anticuerpos especificos para el virus, han
sido recuperados de aves tales como pavo, faisan, codorniz, avestruz y emd, entre otras.

La artritis por Mycoplasma es causada por una infeccion por Mycoplasma hyosynoviae. Esta artritis se caracteriza
por la inflamacion de una o mas articulaciones y es comun en todos los cerdos y cerdas lechales y de engorde. Sin
embargo, es rara en cochinillos.

También causan infeccién en cerdos los adenovirus y el virus de la encefalomielitis hemoaglutinante.

Por consiguiente, lo que se necesita en la técnica es un método de obtener proteina ORF2 que no requiera de la
extraccion de la proteina ORF2 del interior de células infectadas. Lo que se necesita adicionalmente son métodos de
obtencion de la proteina ORF2 recombinante en cantidades suficientes para preparar eficazmente composiciones de
vacunas. Lo que sigue necesitdndose adicionalmente son métodos para obtener proteina ORF2 que no requieran
los métodos complicados y laboriosos requeridos por los actuales protocolos de extraccion de la proteina ORF2.
Finalmente, con respecto a las composiciones, lo que se necesita en la técnica es una composicién inmunogénica
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que confiera inmunidad protectora frente a una infeccién por PCV2 y que reduzca la gravedad o evite los sintomas
clinicos asociados a la misma.

La técnica anterior incluye Vaccine 21, 2003, 4565-4575, que describe un protocolo de sensibilizacién-refuerzo para
la vacunacion contra PCV2 basado en el uso de la proteina ORF2 de PCV2.

Sumario de la invencion
La invencién proporciona:
[1] Una vacuna combinada multivalente para uso en un método para
(i) la prevencién de una infeccién por PCV2, o de reinfeccion por PCV2 o
(i) la reduccion o eliminacién de los sintomas clinicos causados por PCV2
en un sujeto, donde debe administrarse una dosis de la vacuna por via intramuscular al sujeto y donde
(i) dicha prevencion de una infeccién por PCV2, o de reinfeccion por PCV2 o

(i) dicha reduccion o eliminacion de los sintomas clinicos causados por PCV2, se obtiene mediante una Unica
administracién de la vacuna,

y donde la vacuna incluye
- una composicion antigénica obtenible mediante un método que comprende:
i) preparar y recuperar la proteina ORF2 de PCV2 recombinante, y

ii) mezclarla con un coadyuvante adecuado

y

- al menos un componente activo inmunogénico contra otro organismo causante de enfermedades en el cerdo.

[2] La vacuna combinada multivalente segun [1] para el uso de [1], en donde dicha proteina ORF2 de PCV2
recombinante se puede obtener (i) permitiendo la infeccion de células susceptibles en cultivo con un vector viral de
baculovirus recombinante que contiene secuencias de ADN que codifican la proteina ORF2 de PCV2, en donde la
proteina ORF2 es expresada por el vector viral de baculovirus recombinante, y (ii) recuperando posteriormente
dicha ORF2 en el sobrenadante.

[3] La vacuna combinada multivalente de uno cualquiera de [1] a [2] para el uso de uno cualquiera de [1] a [2],
donde dicha vacuna comprende un vector viral de baculovirus inactivado y sobrenadante de cultivo celular, donde
dicho vector viral se inactiva opcionalmente mediante la adicion de BEI, y en donde ademas opcionalmente BEI se
neutraliza con tiosulfato de sodio.

[4] La vacuna combinada multivalente de uno cualquiera de [1] a [3] para el uso de uno cualquiera de [1] a [3], en
donde dicha vacuna comprende un coadyuvante.

[5] La vacuna combinada multivalente de [4] para el uso de [4], en donde dicho coadyuvante se selecciona del
grupo que consiste en polimeros acrilicos y polimeros de acido metacrilico.

[6] La vacuna combinada multivalente de [4] o [5] para el uso de [4] o [5], en donde dicho coadyuvante es un
carbémero.

[7] La vacuna combinada multivalente de uno cualquiera de [1] a [6] para el uso de uno cualquiera de [1] a [6], en
donde dicha vacuna comprende de 500 pg a 5 mg de coadyuvante por dosis.

[8] La vacuna combinada multivalente de uno cualquiera de [1] a [7] para el uso de uno cualquiera de [1] a [7], en
donde dicha vacuna comprende de 4 ug a 400 ug de proteina ORF2 de PCV2 recombinante por dosis, o de 2 ug a
150 pg de proteina ORF2 de PCV2 recombinante por dosis.

[9] La vacuna combinada multivalente de uno cualquiera de [1] a [8] para el uso de uno cualquiera de [1] a [8], en
donde dicho componente activo inmunogénico eficaz contra otro organismo causante de enfermedad en cerdos se
selecciona del grupo que consiste en un antigeno de: Actinobacillus pleuroneumonia; Adenovirus; Alfavirus tales
como los virus de la encefalomielitis equina del este; Bordetella bronchiseptica; Brachyspira spp., preferiblemente
B. hyodysenteriae; B. piosicoli, Brucella suis, preferiblemente biovariedades 1, 2 y 3; Virus de la peste porcina
clasica; Clostridium spp., preferiblemente CI. difficile, Cl. perfringens tipos A, B y C, CI. novyi, Cl. septicum, ClI.
tetani; Coronavirus, preferiblemente coronavirus respiratorio porcino; Eperitrozoonosis porcina; Erysipelothrix
rhusiopathiae; Escherichia coli; Haemophilus parasuis, preferiblemente subtipos 1, 7 y 14; Virus de la
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encefalomielitis hemaglutinante; Virus de la encefalitis japonesa; Lawsonia intracellularis; Leptospira spp.,
preferiblemente  Leptospira  australis; Leptospira  canicola; Leptospira  grippotyphosa; Leptospira
icterohaemorrhagicae; y Leptospira interrogans; Leptospira pomona; Leptospira tarassovi; Mycobacterium spp.,
preferiblemente M. avium, M. intracellulare y M. bovis; Mycoplasma hyopneumoniae (M hyo); Pasteurella
multocida; Citomegalovirus porcino; Parvovirus porcino; Virus del sindrome reproductivo y respiratorio porcino
(PRRS); Virus de la pseudorrabia; Rotavirus; Salmonella spp., preferiblemente S. thyphimurium y S. choleraesuis;
Staph. hyicus; Staphylococcus spp., Streptococcus spp., preferiblemente Strep. suis; Virus del herpes porcino;
Virus de la gripe porcina; Virus de la viruela porcina; Virus de la viruela porcina; Virus de la estomatitis vesicular; y
Virus del exantema vesicular del cerdo.

[10] La vacuna combinada multivalente de uno cualquiera de [1] a [9] para el uso de uno cualquiera de [1] a [9], en
donde dicho componente activo inmunogénico adicional es un componente activo inmunolégico de Mycoplasma
hyopneumoniae y un componente activo del virus del sindrome respiratorio y reproductivo porcino.

[11] La vacuna combinada multivalente de uno cualquiera de [1] a [9] para el uso de uno cualquiera de [1] a [9], en
donde dicho componente activo inmunogénico adicional es un componente activo inmunolégico del virus del
sindrome respiratorio y reproductivo porcino.

[12] La vacuna combinada multivalente de uno cualquiera de [1] a [9] para el uso de uno cualquiera de [1] a [9], en
donde dicho componente activo inmunogénico adicional es un componente activo inmunolégico de Mycoplasma
hyopneumoniae.

[13] La vacuna combinada multivalente de [10] u [11] para el uso de [10] u [11] para la profilaxis de infecciones
causadas por PCV2 y PRRSV.

[14] La vacuna combinada multivalente de [10] o [12] para el uso de [10] o [12] para la profilaxis de infecciones
causadas por PCV2 y Mycoplasma hyopneumoniae.

[15] La vacuna combinada multivalente de [10] para el uso de [10] para la profilaxis de infecciones causadas por
PCV2, PRRSV y Mycoplasma hyopneumoniae.

[16] La vacuna combinada multivalente de uno cualquiera de [1] a [15] para el uso de uno cualquiera de [1] a [15],
en donde el sujeto es un cerdo o un lechén.

[17] Uso de una proteina ORF2 de PCV2 recombinante en la fabricacién de una vacuna combinada para
(i) la prevencion de una infecciéon por PCV2, o una reinfeccion por PCV2 o
(ii) la reduccién o eliminacion de los sintomas clinicos causados por PCV2

en un sujeto por administracion intramuscular de una dosis de dicha vacuna, donde
(i) dicha prevencion de una infeccién por PCV2, o reinfeccion por PCV2 o

(ii) dicha reduccién o eliminacion de los sintomas clinicos provocados por PCV2, se obtiene mediante una unica
administracion de la vacuna,

incluyendo la vacuna
- una composicion antigénica obtenible mediante un método que comprende:
(i) preparar y recuperar la proteina ORF2 de PCV2 recombinante, y
(ii) mezclarla con un coadyuvante adecuado

y

- al menos un componente activo inmunogénico contra otro organismo causante de enfermedad en el cerdo.

La presente invencién supera los problemas inherentes en la técnica anterior y proporciona un avance preciso en el
estado de la técnica. Especificamente, un aspecto de la presente descripcion proporciona métodos mejorados para
producir y/o recuperar proteina ORF2 de PCV2 recombinante, i) permitiendo la infeccion de células susceptibles en
cultivo con un vector viral recombinante que contenga secuencias codificadoras de ADN de ORF2 de PCV2, en
donde la proteina ORF2 es expresada por el vector viral recombinante, y ii) después de ello, recuperar la ORF2 en
el sobrenadante. Inesperadamente, se ha descubierto que ORF2 es liberada en el sobrenadante en grandes
cantidades si se deja que la infeccion y subsiguiente incubacién de las células infectadas progresen hasta mas alla
del tipico proceso de recuperacion de ORF2 de PCV2 anterior, que extrae la ORF2 de PCV2 del interior de células.
Ademas, se ha encontrado, sorprendentemente, que la proteina ORF2 de PCV es robusta frente a la degradacién
prototipica fuera de las células de produccién. Los dos hallazgos juntos permiten una recuperacién en grandes
cantidades de proteina ORF2 de PCV2 a partir del sobrenadante de cultivos celulares infectados con vectores
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virales recombinantes que contienen un ADN de ORF2 de PCV2 y que expresan la proteina ORF2 de PCV2. Altas
cantidades de proteina ORF2 de PCV2 significa mas de aproximadamente 20 pg/mL de sobrenadante, de
preferencia mas de aproximadamente 25 pg/mL, incluso mas preferiblemente mas de aproximadamente 30 pg/mL,
incluso mas preferiblemente mas de aproximadamente 40 upg/mL, incluso mas preferiblemente mas de
aproximadamente 50 pg/mL, incluso mas preferiblemente mas de aproximadamente 60 pg/mL, incluso mas
preferiblemente mas de aproximadamente 80 pg/mL, incluso mas preferiblemente mas de aproximadamente 100
pg/mL, incluso mas preferiblemente mas de aproximadamente 150 pg/mL, lo méas preferiblemente mas de
aproximadamente 190 pug/mL. Estas tasas de expresién también se pueden conseguir, por ejemplo, por los métodos
segun se describen en los Ejemplos 1 a 3.

Cultivos de células preferidos tienen un recuento de células entre aproximadamente 0,3 - 2,0 x 10° células/mL, mas
preferiblemente de aproximadamente 0,35 - 1,9 x 10 células/mL, todavia mas preferiblemente de aproximadamente
0,4 - 1,8 x 108 células/mL, incluso mas preferiblemente de aproximadamente 0,45 - 1,7 x 10° células/mL, y lo méas
preferiblemente de aproximadamente 0,5 - 1,5 x 108 células/mL. Las células preferidas se pueden determinar por los
expertos en la técnica. Células preferidas son aquellas susceptibles de infeccion con un vector viral recombinante
apropiado que contiene un ADN de ORF2 de PCV2 y que expresa la proteina ORF2 de PCV2. Preferiblemente, las
células son células de insectos y, mas preferiblemente, incluyen las células de insectos vendidas bajo la marca
registrada Sf+ insect cells (Protein Sciences Corporation, Meriden, CT).

Los medios de crecimiento apropiados también podran ser determinados por los expertos en la técnica, siendo un
medio de crecimiento preferido medio de células de insecto exento de suero, tal como Excell 420 (JRH Biosciences,
Inc., Lenexa, KS) y similares. Vectores virales preferidos incluyen baculovirus tal como BaculoGold (BD Biosciences
Pharmingen, San Diego, CA), en particular si las células de produccién son células de insectos. A pesar de que se
prefiere el sistema de expresion de baculovirus, se entiende por los expertos en la técnica que otros sistemas de
expresion funcionaran para los fines de la presente invencion, a saber la expresion de ORF2 de PCV2 en el
sobrenadante de un cultivo de células. Estos otros sistemas de expresion pueden requerir el uso de una secuencia
sefal con el fin de determinar la expresion de ORF2 en los medios. Sorprendentemente, se ha descubierto que
cuando ORF2 es producida por un sistema de expresién de baculovirus, no requiere ninguna secuencia sefal ni
modificacién ulterior para determinar la expresién de ORF2 en el medio. Se piensa que esta proteina puede formar,
independientemente particulas similares a virus (Journal of General Virology Vol. 81, pags. 2281-2287 (2000) y
puede ser secretada en el sobrenadante del cultivo. El vector viral recombinante que contiene las secuencias de
ADN de ORF2 de PCV2 tiene una multiplicidad de infeccion (MOI - siglas en inglés) preferida de entre
aproximadamente 0,03 - 1,5, mas preferiblemente de aproximadamente 0,05 - 1,3, todavia mas preferiblemente de
aproximadamente 0,09 - 1,1, y lo mas preferiblemente de aproximadamente 0,1 - 1,0, cuando se utiliza para la
infeccion de las células susceptibles. Preferiblemente, las MOls arriba mencionadas se refieren a un mL de fluido del
cultivo celular. Preferiblemente, el método descrito en esta memoria comprende la infeccién de 0,35 - 1,9 x 108
células/mL, todavia mas preferiblemente de aproximadamente 0,4 - 1,8 x 10% células/mL, incluso mas
preferiblemente de aproximadamente 0,45 - 1,7 x 108 células/mL, y lo méas preferiblemente de aproximadamente 0,5
- 1,5 x 108 células/mL con un vector viral recombinante que contiene un ADN de ORF2 de PCV2 y que expresa la
proteina ORF de PCV2 con una MOI (multiplicidad de infeccion) de entre aproximadamente 0,03 - 1,5, mas
preferiblemente de aproximadamente 0,05 - 1,3, todavia mas preferiblemente de aproximadamente 0,09 - 1,1, y lo
mas preferiblemente de aproximadamente 0,1 - 1,0.

Las células infectadas se incuban luego a lo largo de un periodo de hasta diez dias, mas preferiblemente de
aproximadamente dos dias a aproximadamente diez dias, todavia mas preferiblemente de aproximadamente cuatro
dias a aproximadamente nueve dias, y lo méas preferiblemente de aproximadamente cinco dias a aproximadamente
ocho dias. Condiciones de incubacion preferidas incluyen una temperatura entre aproximadamente 22 - 32°C, mas
preferiblemente de aproximadamente 24 - 30°C, todavia mas preferiblemente de aproximadamente 25 - 29°C,
incluso mas preferiblemente de aproximadamente 26 - 28°C, y lo mas preferiblemente de aproximadamente 27°C.
Preferiblemente, las células Sf+ se observan después de la inoculacion en cuanto a cambios caracteristicos
inducidos por baculovirus. Una observacién de este tipo puede incluir la vigilancia de las tendencias de densidad
celular y la disminucién en la viabilidad durante el periodo post-infeccién. Se encontré que el titulo pico de virus es
observado 3-5 dias después de la infeccion y la liberacién pico de ORF2 a partir de las células en el sobrenadante
se obtiene entre los dias 5y 8, y/o cuando la viabilidad de las células desciende a menos de 10%.

Asi, un aspecto de la presente descripcion proporciona un método mejorado para producir y/o recuperar proteina
ORF2 recombinante de PCV2, preferiblemente en cantidades descritas anteriormente, i) permitiendo la infeccion de
un cierto numero de células susceptibles (véase arriba) en cultivo con un vector viral recombinante con una MOI
segun se define arriba, ii) expresando la proteina ORF2 de PCV2 por parte del vector viral recombinante, y iii)
después de ello, recuperando la ORF2 de PCV2 en el sobrenadante de células obtenido entre los dias 5y 8
después de la infeccion y/o la viabilidad de las células desciende a menos de 10%. Preferiblemente, el vector viral
recombinante es un baculovirus recombinante que contiene secuencias codificadoras de ADN de ORF2 de PCV2 y
las células son células Sf+. Adicionalmente, se prefiere que el cultivo sea examinado periédicamente en cuanto a la
evidencia macroscépica y microscopica de contaminacion o en cuanto a cambios atipicos en la morfologia de la
célula durante el periodo post-infeccién. Deberia desecharse todo cultivo que exhiba cualquier contaminacién.
Preferiblemente, la proteina recombinante ORF2 expresada es secretada por las células en el medio de crecimiento
que las rodea que mantiene la viabilidad celular. La ORF2 se recupera luego en el sobrenadante que rodea a las
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células mas que de las propias células.

El proceso de recuperacion comienza preferiblemente con la separacion de desecho de las células de la ORF2
expresada en el medio a través de una etapa de separacion. Etapas de separacion preferidas incluyen filtracién,
centrifugacién a velocidades de hasta aproximadamente 20.000xg, centrifugacion en flujo continuo, separacion
cromatografica utilizando intercambio de iones o filtracién en gel, y métodos de inmunoafinidad convencionales.
Esos métodos son conocidos por las personas expertas en la técnica, por ejemplo por (Harris y Angel (comps.),
Protein purification methods — a practical approach, IRL press Oxford 1995). Los métodos de separacion mas
preferidos incluyen centrifugacion a velocidades de hasta aproximadamente 20.000xg y filtracién. Métodos de
filtracion preferidos incluyen microfiltracion de extremo muerto vy filtracién de flujo tangencial (o flujo cruzado),
incluida filtracién de fibras huecas-microfiltraciéon de extremo muerto. De éstas, se prefiere la microfiltracién de
extremo muerto. Tamafos de poros preferidos para la microfiltracién de extremo muerto se encuentran entre
aproximadamente 0,30 - 1,35 um, mas preferiblemente entre aproximadamente 0,35 - 1,25 pm, todavia mas
preferiblemente entre aproximadamente 0,40 - 1,10 um, y lo mas preferiblemente entre aproximadamente 0,45 - 1,0
um. Se piensa que cualquier membrana de filtracién convencional funcionara para los fines de la presente invencion,
y se prefieren membranas de poliétersulfona. Cualesquiera especies de acido nucleico de bajo peso son separadas
durante la etapa de filtracion.

Asi, un aspecto adicional de la presente descripcion proporciona un método mejorado para producir y/o recuperar
proteina ORF2 recombinante de PCV2, preferiblemente en cantidades descritas anteriormente, i) permitiendo la
infeccion de un cierto numero de células susceptibles (véase arriba) en cultivo con un vector viral recombinante con
una MOI segun se define arriba, ii) expresando la proteina ORF2 de PCV por parte del vector viral recombinante, iii)
recuperando la ORF2 de PCV2 en el sobrenadante de células obtenido entre los dias 5 y 8 después de la infeccion
y/o la viabilidad de las células desciende a menos de 10%, y iv) separando el desecho de células de la ORF2 de
PCV2 a través de una etapa de separacion. Preferiblemente, el vector viral recombinante es un baculovirus que
contiene secuencias codificadoras de ADN de ORF2 y las células son células Sf+. Etapas de separacién preferidas
son las descritas anteriormente. Lo mas preferido es una microfiltracién de extremo muerto utilizando una membrana
con un tamano de poros entre aproximadamente 0,30 - 1,35 um, mas preferiblemente entre aproximadamente 0,35 -
1,25 um, todavia mas preferiblemente entre aproximadamente 0,40 - 1,10 pm, y lo méas preferiblemente entre
aproximadamente 0,45 - 1,0 um.

Para la recuperacion de ORF2 de PCV2 que se utilizara en una composicion inmunogénica o inmunolégica tal como
una vacuna, se prefiere la inclusién de una etapa de inactivacion con el fin de inactivar el vector viral. Una
“composicion inmunogénica o inmunolégica” se refiere a una composicion de materia que comprende al menos un
antigeno que provoca una respuesta inmunolégica en el huésped de una respuesta inmune celular y/o mediada por
anticuerpos a la composicion o vacuna de interés. Habitualmente, una "respuesta inmunoldgica" incluye, pero no se
limita a uno o mas de los siguientes efectos: la produccion o activacion de anticuerpos, células B, células T
auxiliares, células T supresoras y/o células T citotoxicas y/o células T yd, dirigidas especificamente a un antigeno o
antigenos incluidos en la composicion o vacuna de interés. Preferiblemente, el huésped exhibird una respuesta
inmunoldgica terapéutica o protectora, de modo que esa resistancia a la nueva infeccién resultara reforzada y/o la
gravedad clinica de la enfermedad quedara reducida. Una proteccion de este tipo se demostrara por una reduccion o
carencia de sintomas exhibidos normalmente por un huésped infectado, un tiempo de recuperacion mas rapido y/o
un titulo virico disminuido en el huésped infectado. Asi, la presente descripcion también se refiere a un método para
producir y/o recuperar proteina ORF2 recombinante de PCV2, preferiblemente en cantidades descritas
anteriormente, i) permitiendo la infeccién de un cierto nimero de células susceptibles (véase arriba) en cultivo con
un vector viral recombinante con una MOI segun se define arriba, ii) expresando la proteina ORF2 de PCV por parte
del vector viral recombinante, iii) recuperando la ORF2 de PCV2 en el sobrenadante de células obtenido entre los
dias 5 y 8 después de la infeccién y/o la viabilidad de las células desciende a menos de 10%, iv) separando el
desecho de células de la ORF2 de PCV2 a través de una etapa de separacion y v) inactivando el vector viral
recombinante.

Preferiblemente, esta inactivacion se hace justo antes o justo después de la etapa de filtracion, siendo después de la
etapa de filtracion el tiempo preferido para la inactivacion. Para los fines de la presente invencion se puede utilizar
cualquier método de inactivacion convencional. Asi, la inactivacién se puede efectuar mediante tratamientos
quimicos y/o fisicos. En formas preferidas, se determina el volumen de los fluidos recolectados y la temperatura es
llevada a un intervalo entre aproximadamente 32 - 42°C, mas preferiblemente entre aproximadamente 34 - 40°C, y lo
mas preferiblemente entre aproximadamente 35 - 39°C. Métodos de inactivacion preferidos incluyen la adicion de
etilenimina binaria ciclizada (BEI - siglas en inglés), preferiblemente en una concentracion de aproximadamente 1 a
aproximadamente 20 mM, mas preferiblemente de aproximadamente 2 a aproximadamente 10 mM, todavia mas
preferiblemente de aproximadamente 2 a aproximadamente 8 mM, todavia mas preferiblemente de
aproximadamente 3 a aproximadamente 7 mM, y lo més preferiblemente de aproximadamente 5 mM. Por ejemplo, la
inactivacion incluye la adicion de una solucién de hidrobromuro de 2-bromoetilenamina, preferiblemente de
aproximadamente 0,4 M, que se ha ciclado a etilenimina binaria (BEI) 0,2 M en NaOH 0,3 N a los fluidos para dar
una concentracién final de aproximadamente 5 mM de BEI. Preferiblemente, los fluidos se agitan entonces
continuamente durante 72 - 96 horas y los fluidos recolectados inactivados pueden ser almacenados congelados a -
40°C o menos o entre aproximadamente 1 - 7°C. Después de haberse completado la inactivacion, se afiade una
solucion de tiosulfato de sodio, preferiblemente a 1,0 M para neutralizar toda BEI residual. Preferiblemente, el
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tiosulfato de sodio se afade en una cantidad equivalente en comparaciéon con la BEIl anadida antes de la
inactivacion. Por ejemplo, en el caso de anadir BEI hasta una concentracion final de 5 mM, se afiade una solucion
de tiosulfato de sodio 1,0 M para dar una concentracién minima final de 5 mM para neutralizar toda BEI residual.

Asi, un aspecto adicional de la presente descripcion se refiere a un método para producir proteina ORF2
recombinante de PCV2, preferiblemente en cantidades descritas anteriormente, i) permitiendo la infeccién de un
cierto nUmero de células susceptibles (véase arriba) en cultivo con un vector viral recombinante con una MOI segun
se define arriba, ii) expresando la proteina ORF2 de PCV por parte del vector viral recombinante, iii) recuperando la
ORF2 de PCV2 en el sobrenadante de células obtenido entre los dias 5 y 8 después de la infeccidn y/o la viabilidad
de las células desciende a menos de 10%, iv) separando el desecho de células de la ORF2 de PCV2 a través de
una etapa de separacion y V) inactivando el vector viral recombinante. Preferiblemente, el vector viral recombinante
es un baculovirus que contiene secuencias codificadoras de ADN de ORF2 y las células son células Sf+. Etapas de
separacion preferidas son las arriba descritas, la mas preferida es la etapa de filtracién. Etapas de inactivacion
preferidas son las descritas anteriormente. Preferiblemente, la inactivacién se efectia entre aproximadamente 35 -
39°C y en presencia de BEI 2 a 8 mM, y todavia mas preferiblemente en presencia de BEI aproximadamente 5 mM.
Sorprendentemente, se ha encontrado que concentraciones superiores de BEI afectan negativamente a la proteina
ORF2 de PCV2.

De acuerdo con un aspecto adicional de la presente descripcion, el método arriba descrito incluye también una etapa
de neutralizacion después de la etapa v). Esta etapa vi) comprende afadir una cantidad equivalente de un agente
que neutraliza al agente de inactivacion en el interior de la solucién. Preferiblemente, si el agente de inactivacion es
BEI, se prefiere la adicion de tiosulfato de sodio a una cantidad equivalente. Asi, de acuerdo con un aspecto
adicional, la etapa vi) comprende afnadir una solucién de tiosulfato de sodio hasta una concentracién final de
aproximadamente 1 hasta aproximadamente 20 mM, preferiblemente de aproximadamente 2 hasta
aproximadamente 10 mM, todavia mas preferiblemente de aproximadamente 2 hasta aproximadamente 8 mM,
todavia mas preferiblemente de aproximadamente 3 hasta aproximadamente 7 mM, lo méas preferiblemente de
aproximadamente 5 mM, cuando el agente de inactivacion es BEL.

En formas preferidaas y, especialmente, en formas que utilicen la proteina ORF2 recombinante de PCV2 en una
composicién inmunogénica tal como una vacuna, se someterda a ensayo cada lote de ORF2 recolectada para la
inactivacion mediante la pasada en las células Sf+ dependientes del anclaje, susceptibles a baculovirus. En una
forma preferida de este ensayo, 150 cm? de monocapa de cultivo celular apropiado se inoculan con 1,0 mL de fluidos
de PCV2 inactivados y se mantienen a 25 - 29°C durante 14 dias con al menos dos pasadas. Al final del periodo de
mantenimiento, las monocapas de células se examinan en cuanto al efecto citopatogénico (CPE - siglas en inglés)
tipico de baculovirus de ORF2 de PCV2. Preferiblemente, también se utilizan controles de virus positivos. Este tipo
de controles pueden consistir en un cultivo de células Sf+ inoculadas con un baculovirus de ORF2 de PCV2 de
referencia no inactivado y un matraz de células Sf+ que permanecen sin inocular. Después de la inoculacion y de la
pasada, la ausencia de células infectadas con virus en los fluidos virales tratados con BEI constituirian un ensayo de
inactivacion satisfactorio. Las células control inoculadas con el virus de referencia deberian exhibir un CPE tipico de
baculovirus de ORF2 de PCV2, y el matraz no inoculado no deberia mostrar evidencia alguna de un CPE de
baculovirus de ORF2 de PCV2. Alternativamente, al final del periodo de mantenimiento, las muestras de
sobrenadante se podrian recoger e inocular en una placa de 96 pocillos con Sf+, que ha sido cargada con células
Sf+, y luego se podrian mantener a 25 - 29°C durante 5 - 6 dias. La placa se fija luego y se tifie con anticuerpo de
ORF2 anti-PCV2 conjugado a FITC. La ausencia del CPE y la expresion de ORF2, segun se detecta por
microscopia IFA, en los fluidos virales tratados con BEI constituye un ensayo de inactivacion satisfactorio. Las
células control inoculadas con el virus de referencia deberian exhibir un CPE y actividad de IFA y el matraz no
inoculado no deberia mostrar evidencia alguna de CPE de baculovirus de ORF2 de PCV2 ni contener actividad de IFA.

Asi, un aspecto adicional de la presente descripcién se refiere a un ensayo de inactivacién para determinar la
eficacia de la inactivacion del vector viral de recombinacion, que comprende las etapas de: i) poner en contacto al
menos una parte del fluido del cultivo que contiene el vector viral recombinante con un agente inactivante,
preferiblemente como se describe arriba, ii) afiadir un agente de neutralizacion para neutralizar el agente de
inactivacion, preferiblemente segun se describe arriba, y iii) determinar la infectividad residual mediante los ensayos
segun se describe arriba.

Un aspecto adicional de la descripcion se refiere a un método para construir un vector viral recombinante que
contiene ADN de ORF2 de PCV2 y que expresa proteina ORF2 de PCV2 en cantidades elevadas cuando se infecta
en células susceptibles. Sorprendentemente, se ha encontrado que el vector viral recombinante, segin se
proporciona con la presente, expresa cantidades elevadas, segun se definen arriba, de ORF2 de PCV2 después de
infectar células susceptibles. Por lo tanto, la presente descripcion también se refiere a un método mejorado para
producir y/o recuperar proteina ORF2 de PCV2, que comprende preferiblemente las etapas de: construir un vector
viral recombinante que contenga ADN de ORF2 de PCV2 y que exprese proteina ORF2 de PCV2. Preferiblemente,
el vector viral es un baculovirus recombinante. En lo que sigue se describen detalles del método para construir
vectores virales recombinantes que contengan ADN de ORF2 de PCV2 y que expresen proteina ORF2 de PCV2,
segun se proporciona con la presente: en formas preferidas, el vector viral recombinante que contiene ADN de
ORF2 de PCV2 y que expresa proteina ORF2 de PCV2, utilizado para infectar las células se genera transfectando
un vector de transferencia que ha tenido un gen ORF2 clonado en él en un vector viral. Preferiblemente, solo la
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porcién del vector de transferencia que contiene el ADN de ORF2 es transfectada en el vector viral. La expresion
“transfectada en un vector viral” significa, y se utiliza como sinénimo de “introducir” o “clonar” un ADN heter6logo en
un vector viral tal como, por ejemplo, en un vector de baculovirus. El vector viral es preferible, pero no
necesariamente un baculovirus.

Asi, de acuerdo con un aspecto adicional de la presente invencion, el vector viral recombinante se genera por
recombinacion entre unn vector de transferencia que contiene el ADN de ORF2 de PCV2 heterdlogo y un vector
viral, preferiblemente un baculovirus, incluso méas preferiblemente un baculovirus linearizado, deficiente en la
replicacién (tal como ADN Baculo Gold). Un “vector de transferencia” significa una molécula de ADN, que incluye al
menos un origen de replicacion, el gen heterdlogo, en el presente caso ORF2 de PCV2, y secuencias de ADN que
permiten la clonaciéon de dicho gen heterdlogo en el vector viral. Preferiblemente, las secuencias que permiten la
clonacion del gen heterélogo en el vector viral estan flanqueando al gen heterélogo. Incluso mas preferiblemente, las
secuencias flanqueantes son al menos homdlogas en partes con secuencias del vector viral. La homologia de
secuencias permite entonces la recombinacion de las dos moléculas, el vector viral y el vector de transferencia para
generar un vector viral recombinante que contiene el gen heterdlogo. Un vector de transferencia preferido es el
vector pVL1392 (BD Biosciences Pharmingen), el cual esta disefiado para la co-transfeccién con el ADN BaculoGold
en la linea de células Sf+ preferida. Preferiblemente, dicho vector de transferencia comprende un ADN de ORF2 de
PCV2. La contruccion co-transfectada es de una longitud de aproximadamente 10.387 pares de bases.

En formas mas preferidas, los métodos de la presente descripcion comenzaran con el aislamiento de ADN de ORF2
de PCV2. Generalmente, éste puede ser de una cepa conocida o desconocida, ya que el ADN de ORF2 parece
estar muy conservado, con al menos una identidad de secuencia de aproximadamente el 95% entre los diferentes
elementos aislados. Para los fines de la presente invencion se puede utilizar cualquier gen de ORF2 de PCV2
conocido en la técnica, ya que cada uno seria expresado en el sobrenadante. EIl ADN de ORF2 de PCV se amplifica
preferiblemente utilizando métodos de PCR (reaccién en cadena de la polimerasa), incluso mas preferiblemente
junto con la introduccion de una secuencia consenso de Kozak 5' flanqueante (CCGCCAUG) (SEQ ID NO 1) y/o un
sitio EcoR1 3' flanqueante (GAATTC) (SEQ ID NO 2). Una introduccion de este tipo de un consenso de Kozak 5'
separa preferiblemente el codén de iniciacion AUG de ORF2 de PCV2, que se produce en la naturaleza. El sitio 3'
EcoR1 se introduce preferiblemente méas abajo del coddn de terminacion del ORF2 de PCV2. Mas preferiblemente,
se introduce mas abajo de una secuencia de terminacion de la transcripcion poli A, la cual, por si misma, esta
situada mas abajo del codén de terminacion de ORF2 de PCV2. Se ha encontrado que el uso de una secuencia
consenso de Kozak, en particular segun se describe arriba, aumenta el nivel de expresion de la subsiguiente
proteina ORF2 de PCV2. El ADN de ORF2 de PCV2 amplificado con estas secuencias adicionales se clona en un
vector. Un vector preferido para esta etapa de clonacién inicial es el vector pPGEM-T-Easy (Promega, Madison, WI).
El ADN de ORF2 de PCV2 que incluye algunas secuencias del vector pGEM (SEQ ID NO: 7) se escinde
preferiblemente del vector en el sitio de restriccion Noti. EI ADN resultante se clona luego en el vector de
transferencia.

Asi, en un aspecto de la presente descripcién, se proporciona un método para construir un vector viral recombinante
que contiene ADN de ORF2 de PCV2. Este método comprende las etapas de: i) clonar una ORF2 de PCV2
recombinante en un vector de transferencia; y ii) transfectar la porcién del vector de transferencia que contiene la
ORF2 de PCV2 recombinante en un vector viral, para generar el vector viral recombinante. Preferiblemente, el vector
de transferencia es el arriba descrito o se construye segun se describe arriba o0 como se muestra de forma ejemplar
en la Figura 1. Asi, de acuerdo con un aspecto adicional, el vector de transferencia, utilizado para la construccion del
vector viral recombinante segun se describe en esta memoria, contiene la secuencia de SEQ ID NO: 7.

De acuerdo con un aspecto adicional, este método comprende, ademas, antes de la etapa i), la etapa siguiente:
amplificar el ADN de ORF2 de PCV2 in vitro, en donde las secuencias flanqueantes del ADN de ORF2 de PCV2 se
modifican segln se describe arriba. Métodos in vitro para amplificar el ADN de ORF2 de PCV2 y modificar las
secuencias flanqueantes, clonar in vitro el ADN de ORF2 de PCV2 amplificado en un vector de transferencia y
vectores de transferencia adecuados se describen arriba, mostrados de forma ejemplar en la Figura 1, o conocidos
por una persona experta en la técnica. Asi, de acuerdo con un aspecto adicional, la presente descripcion se refiere a
un método para construir un vector viral recombinante que contiene ADN de ORF2 de PCV2 y que expresa proteina
ORF2 de PCV2, que comprende las etapas de: i) amplificar ADN de ORF2 de PCV2 in vitro, en donde se modifican
las secuencias flanqueantes de dicho ADN de ORF2 de PCV2, ii) clonar el ADN de ORF2 de PCV2 amplificado en
un vector de transferencia; y iii) transfectar el vector de transferencia o una porcién del mismo que contiene el ADN
de ORF2 recombinante de PCV2 en un vector viral, para generar el vector viral recombinante. Preferiblemente, la
modificacion de las secuencias flanqueantes del ADN de ORF2 de PCV2 se efectia como se describe arriba, p. ej.
introduciendo una secuencia de Kozak 5’ y/o un sitio EcoR1, preferiblemente como se describe arriba.

De acuerdo con un aspecto adicional, se proporciona un método de producir y/o recuperar proteina recombinante
expresada por el marco de lectura abierto 2 de PCV2. El método comprende generalmente las etapas de: i) clonar
una ORF2 de PCV2 recombinante en un vector de transferencia; ii) transferir la parte del vector de transferencia que
contiene la ORF2 de PCV2 recombinante en un virus; iii) infectar células en medios con el virus transfectado; iv)
provocar que el virus transfectado exprese la proteina recombinante a partir de ORF2 de PCV2; v) separar células
del sobrenadante; y vi) recuperar la proteina ORF2 de PCV2 expresada a partir del sobrenadante.
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Arriba se describen métodos de como clonar un ADN de ORF2 recombinante de PCV2 en un vector de
transferencia. Preferiblemente, el vector de transferencia contiene la secuencia de SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4 o
SEQ ID NO:7. Sin embargo, el vector de transferencia puede contener cualquier ADN de ORF2 de PCV2, no
modificado o modificado, siempre que el ADN de ORF2 de PCV2, cuando se transfecta en un vector viral
recombinante, sea expresado en el cultivo celular. Preferiblemente, el vector viral recombinante comprende la
secuencia de SEQ ID NO:8. Ademas, arriba se describen en detalle métodos de como infectar células,
preferiblemente como infectar células con un nimero definido de baculovirus recombinante que contienen ADN de
ORF2 de PCV2 y que expresan proteina ORF2 de PCV2. Ademas de ello, también se describen en detalle etapas
para separar células del sobrenadante, asi como etapas para recuperar la proteina ORF2 de PCV2 expresada.
Cualesquiera de estas etapas especificas del procedimiento, segun se describen en esta memoria, son parte del
método de producir y/o recuperar proteina recombinante expresada por el marco de lectura abierto 2 de PCV2
segun se describe arriba. Preferiblemente, las células son células SF+. Todavia mas preferiblemente, cultivos de
células preferidos tienen un recuento de células entre aproximadamente 0,3 - 2,0 x 10® células/mL, mas
preferiblemente de aproximadamente 0,35 - 1,9 x 108 células/mL, todavia mas preferiblemente de aproximadamente
0,4 - 1,8 x 108 células/mL, incluso mas preferiblemente de aproximadamente 0,45 - 1,7 x 10° células/mL, y lo méas
preferiblemente de aproximadamente 0,5 - 1,5 x 108 células/mL. Preferiblemente, el vector viral recombinante que
contiene el ADN de ORF2 de PCV2 tiene una multiplicidad de infeccién (MOI) preferida de entre aproximadamente
0,03 - 1,5, mas preferiblemente de aproximadamente 0,05 - 1,3, todavia mas preferiblemente de aproximadamente
0,09 - 1,1, todavia mas preferiblemente de aproximadamente 0,1 - 1,0, y lo mas preferiblemente de
aproximadamente 0,5 cuando se utiliza para la infeccion de las células susceptibles. Preferiblemente, la
recuperacion de la proteina ORF2 de PCV2 en el sobrenadante de células obtenido entre los dias 5 y 8 después de
la infeccién y/o la viabilidad de las células disminuye hasta menos de 10%. Preferiblemente, para producir proteina
ORF2 de PCV2, células se cultivan a 25 hasta 29°C. Preferiblemente, la etapa de separacion es una etapa de
centrifugacién o una etapa de filtracién.

Opcionalmente, este método puede incluir la etapa de amplificar el ADN de ORF2 de PCV2 procedente de una cepa
de PCV2 antes de clonar el ADN de ORF2 de PCV2 en el vector de transferencia. En formas preferidas, una
secuencia de Kozak 5', un sitio EcoR1 3'y combinaciones de los mismos también se pueden afnadir a la secuencia
amplificada, preferiblemente antes de o durante la amplificacién. Una secuencia de Kozak 5' preferida comprende la
SEQ ID NO: 1. Un sitio EcoR1 3' preferido comprende la SEQ ID NO: 2. ADN de ORF2 de PCV2 preferido
comprende la secuencia de nucledtidos de Genbank n° de acceso AF086834 (SEQ ID NO: 3) y SEQ ID NO: 4.
Proteina ORF2 de PCV2 recombinante preferida comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 5, que es
la proteina codificada por la SEQ ID NO: 3 (Genbank n® de acceso AF086834) y SEQ ID NO: 6, que es la proteina
codificada por la SEQ ID NO: 4. Medios preferidos comprenden medios de células de insectos exentos de suero,
todavia mas preferiblemente medio Excell 420. Cuando se efectia la etapa opcional de amplificacion, es preferible
clonar primero el marco de lectura abierto 2 amplificado en un primer vector, escindir el marco de lectura abierto 2
del primer vector y utilizar el marco de lectura abierto escindido para la clonacién en el vector de transferencia. Una
linea de células preferida para la co-transfeccion es la linea de células SF+. Un virus preferido para la cotransfeccién
es baculovirus. En formas preferidas de este método, la porcién transfectada del vector de transferencia comprende
la SEQ ID NO: 8. Finalmente, para este método se prefiere recuperar la proteina del marco de lectura abierto 2
(ORF2) de PCV2 en el sobrenadante del cultivo celular, al menos 5 dias después de infectar las células con el virus.

Asi, un aspecto adicional de la descripcion se refiere a un método para producir y/o recuperar el marco de lectura
abierto 2 de PCV2, que comprende las etapas: i) amplificar el ADN de ORF2 de PCV2 in vitro, preferiblemente
anadiendo una secuencia de Kozak 5’ y/o afiadiendo un sitio de restriccion EcoR1 3’, ii) clonar la ORF2 amplificada
de PCV2 en un vector de transferencia; iii) transfectar la porcion del vector de transferencia que contiene la ORF2
de PCV2 recombinante en un virus; iv) infectar células en medios con el virus transfectado; v) provocar que el virus
transfectado exprese la proteina recombinante a partir de ORF2 de PCV2; vi) separar células del sobrenadante; y
vii) recuperar la proteina ORF2 de PCV2 expresada a partir del sobrenadante.

Un aspecto adicional de la presente descripcion se refiere a un método para preparar una composicion que
comprende proteina ORF2 de PCV2 y vector viral inactivado. Este método comprende las etapas de: i) clonar la
ORF2 amplificada de PCV2 en un vector de transferencia; ii) transferir la porcién del vector de transferencia que
contiene la ORF2 de PCV2 recombinante en un virus; iii) infectar células en medios con el vector viral transfectado;
iv) provocar que el vector viral transfectado exprese la proteina recombinante a partir de ORF2 de PCV2; v) separar
células del sobrenadante; vi) recuperar la proteina ORF2 de PCV2 expresada a partir del sobrenadante; y vii)
inactivar el vector viral recombinante. Preferiblemente, el vector viral recombinante es un baculovirus que contiene
secuencias codificadoras de ADN de ORF2 y las células son células Sf+. Etapas de separacion preferidas son las
arriba descritas, la mas preferida es la etapa de filtracion. Etapas de inactivacion preferidas son las descritas
anteriormente. Preferiblemente, la inactivacion se efectia entre aproximadamente 35 - 39°C y en presencia de BEI 2
a 8 mM, todavia mas preferiblemente en presencia de BEI aproximadamente 5 mM. Sorprendentemente, se ha
encontrado que concentraciones mayores de BEI| afectan negativamente a la proteina ORF2 de PCV2, y
concentraciones menores no son eficaces para inactivar el vector viral en el espacio de 24 a 72 horas de la
inactivacion. Preferiblemente, la inactivacion se efectia durante al menos 24 horas, incluso mas preferiblemente
durante 24 a 72 horas.

De acuerdo con un aspecto adicional, el método para preparar una composicion que comprende proteina ORF2 de
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PCV2 y vector viral inactivado, segun se describe arriba, también incluye una etapa de neutralizaciéon después de la
etapa vii). Esta etapa viii) comprende afadir una cantidad equivalente de un agente que neutraliza al agente de
inactivacion en el interior de la solucion. Preferiblemente, si el agente de inactivacion es BEI, se prefiere la adicion
de tiosulfato de sodio a una cantidad equivalente. Asi, de acuerdo con un aspecto adicional, la etapa viii) comprende
anadir una solucion de tiosulfato de sodio hasta una concentracion final de aproximadamente 1 hasta
aproximadamente 20 mM, preferiblemente de aproximadamente 2 hasta aproximadamente 10 mM, todavia mas
preferiblemente de aproximadamente 2 hasta aproximadamente 8 mM, todavia mas preferiblemente de
aproximadamente 3 hasta aproximadamente 7 mM, lo mas preferiblemente de aproximadamente 5 mM, cuando el
agente de inactivacion es BEL.

De acuerdo con un aspecto adicional, el método para preparar una composicion que comprende proteina ORF2 de
PCV2 y vector viral inactivado, segun se describe arriba, comprende, antes de la i) la etapa siguiente: amplificar el
ADN de ORF2 de PCV2 in vitro, en donde las secuencias flanqueantes del ADN de ORF2 de PCV2 se modifican
segun se describe arriba. Métodos in vitro para amplificar el ADN de ORF2 de PCV2 y modificar las secuencias
flanqueantes, clonar in vitro el ADN de ORF2 de PCV2 amplificado en un vector de transferencia y vectores de
transferencia adecuados se describen arriba, mostrados de forma ejemplar en la Figura 1, o conocidos por una
persona experta en la técnica. Asi, de acuerdo con un aspecto adicional, este método comprende las etapas de:
i) amplificar ADN de ORF2 de PCV2 in vitro, en donde se modifican las secuencias flanqueantes de dicho ADN de
ORF2 de PCV2, ii) clonar el ADN de ORF2 de PCV2 amplificado en un vector de transferencia; y iii) transfectar el
vector de transferencia o una porcién del mismo que contiene el ADN de ORF2 recombinante de PCV2 en un vector
viral para generar el vector viral recombinante, iv) infectar células en medios con el virus transfectado; v) provocar
que el virus transfectado exprese la proteina recombinante a partir de ORF2 de PCV2; vi) separar células del
sobrenadante; vii) recuperar la proteina ORF2 de PCV2 expresada a partir del sobrenadante; viii) inactivar el vector
viral recombinante, preferiblemente en presencia de aproximadamente 1 a aproximadamente 20 mM de BEI, lo méas
preferiblemente en presencia de aproximadamente 5 mM de BEI; y ix) afiadir una cantidad equivalente de un agente
que neutraliza el agente de inactivacion dentro de la solucién, preferiblemente afiadiendo una solucién de tiosulfato
de sodio hasta una concentracion final de aproximadamente 1 a aproximadamante 20 mM, preferiblemente de
aproximadamente 5 mM, cuando el agente de inactivacion es BEL.

En otro aspecto de la presente descripcion, se proporciona un método para preparar una composicion,
preferiblemente una composicién antigénica tal como, por ejemplo, una vacuna, para crear una respuesta inmune
contra PCV2. Generalmente, este método incluye las etapas de transfectar una construcciéon en un virus, en donde
la construccién comprende i) ADN recombinante procedente de ORF2 de PCV2, ii) infectar células en medios de
crecimiento con el virus transfectado, iii) provocar que el virus exprese la proteina recombinante a partir de ORF2 de
PCV2, iv) recuperar la proteina ORF2 expresada a partir del sobrenadante, v) y preparar la composiicon al combinar
la proteina recuperada con un coadyuvante adecuado y/u otros soporte farmacéuticamente aceptable.

“Adyuvantes”, tal como se utilizan en esta memoria, pueden incluir hidroxido de aluminio y fosfato de aluminio,
saponinas, p. ej. Quil A, QS-21 (Cambridge Biotech Inc., Cambridge MA), GPI-0100 (Galenica Pharmaceuticals, Inc.,
Birmingham, AL), emulsién de agua en aceite, emulsion de aceite en agua, emulsiéon de agua en aceite en agua. La
emulsién se puede basar, en particular, en aceite de parafina liquido ligero (tipo de la Farmacopea Europea); aceite
isoprenoide tal como aceite escualano o escualeno que resulta de la teoligomerizacién de alquenos, en particular de
isobuteno o deceno; ésteres de acidos o de alcoholes que contienen un grupo alquilo lineal, mas particularmente
aceites vegetales, oleato de etilo, di-(caprilato/caprato) de propilenglicol, tri-(caprilayo/caprato) de glicerilo o dioleato
de propilenglicol; ésteres de acidos grasos ramificados o alcoholes, en particular ésteres de acido isostearico. El
aceite se utiliza en combinacién con emulsionantes para formar la emulsion. Los emulsionantes son preferiblemente
tensioactivos no idnicos, en particular ésteres de sorbitan, de manida (p. ej. oleato de anhidromanitol), de glicol, de
poliglicerol, de propilenglicol y de &cido oleico, isostedrico, ricinoleico o hidroxiestearico, que estan opcionalmente
etoxilados, y copolimeros de bloques de polioxipropileno-polioxietileno, en particular los productos Pluronic, en
especial L121. Véase Hunter et al., The Theory and Practical Application of Adjuvants (Ed.Stewart-Tull, D. E. S.).
JohnWiley and Sons, NY, pags. 51-94 (1995) y Todd et al., Vaccine 15:564-570 (1997).

Por ejemplo, es posible utilizar la emulsion SPT descrita en la pagina 147 de "Vaccine Design, The Subunit and
Adjuvant Approach" editada por M. Powell y M. Newman, Plenum Press, 1995, y la emulsién MF59 descrita en la
pagina 183 de este mismo libro.

Un ejemplo adicional de un coadyuvante es un compuesto elegido de los polimeros de acido acrilico o metacrilico y
los copolimeros de anhidrido maleico y derivado de alquenilo. Compuestos coadyuvantes ventajosos son los
polimeros de acido acrilico o metacrilico que estan reticulados, especialmente con polialquenil-éteres de azlcares o
polialcoholes. Estos compuestos se conocen por el término carbémero (Phameuropa Vol. 8, n? 2, junio 1996).
Personas expertas en la técnica también pueden aludir a la patente de EE.UU. n® 2.909.462 que describe polimeros
acrilicos de este tipo reticulados con un compuesto polihidroxilado que tiene al menos 3 grupos hidroxilo,
preferiblemente no mas de 8, estando los atomos de hidrégeno de al menos tres hidroxilos reemplazados por
radicales alifaticos insaturados que tienen al menos 2 atomos de carbono. Los radicales preferidos son los que
contienen de 2 a 4 atomos de carbono, p. €j. vinilos, alilos y otros grupos etilénicamente insaturados. Los radicales
insaturados pueden contener por si mismos otros sustituyentes tal como metilo. Los productos vendidos bajo el
nombre Carbopol; (BF Goodrich, Ohio, EE.UU.) son particularmente apropiados. Estan reticulados con una alil-
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sacarosa o con alil-pentaeritritol. Entre ellos, se pueden mencionar Carbopol 974P, 934P y 971P. Lo mas preferido
es el uso de Cabopol 971P. Entre los copolimeros de anhidrido maleico y derivado de alquenilo, estan los
copolimeros EMA (Monsanto) que son copolimeros de anhidrido maleico y etileno. La disoluciéon de estos polimeros
en agua conduce a una solucién acida que sera neutralizada, preferiblemente hasta un pH fisioldgico, con el fin de
dar la solucion coadyuvante en donde se incorporara la propia composicién inmunogénica, inmunolégica o de
vacuna.

Adyuvantes adecuados adicionales incluyen, pero no se limitan al sistema coadyuvante RIBI (Ribi Inc.), co-polimero
de bloques (CytRx, Atlanta GA), SAF-M (Chiron, Emeryville CA), monofosforil-lipido A, coadyuvante de lipido-amina
Avridina, enterotoxina térmicamente labil procedente de E. coli (recombinante o de otro modo), toxina célera, IMS
1314 o dipéptido muramilo, entre muchos otros.

Preferiblemente, el coadyuvante se anade en una cantidad de aproximadamente 100 ug hasta aproximadamente 10
mg por dosis. Incluso mas preferiblemente, el coadyuvante se afiade en una cantidad de aproximadamente 100 ug
hasta aproximadamente 10 mg por dosis. Incluso més preferiblemente, el coadyuvante se afiade en una cantidad de
aproximadamente 500 pg hasta aproximadamente 5 mg por dosis. Incluso mas preferiblemente, el coadyuvante se
afade en una cantidad de aproximadamente 750 pg hasta aproximadamente 2,5 mg por dosis. Lo mas
preferiblemente, el coadyuvante se afade en una cantidad de aproximadamente 1 mg por dosis.

Asi, de acuerdo con un aspecto adicional, el método para preparar una composicién antigénica tal como, por
ejemplo, una vacuna, para crear una respuesta inmune contra PCV2 comprende i) preparar y recuperar proteina
ORF2 de PCV2, y ii) mezclar esto con un coadyuvante adecuado. Preferiblemente, el coadyuvante es Carbopol
971P. Incluso mas preferiblemente, Carbopol 971P se afiade en una cantidad de aproximadamente 500 pg a
aproximadamente 5 mg por dosis, incluso mas preferiblemente en una cantidad de aproximadamente 750 ug hasta
aproximadamente 2,5 mg por dosis y, lo mas preferiblemente, en una cantidad de aproximadamente 1 mg por dosis.
Preferiblemente, la etapa i) del procedimiento incluye las etapas del procedimiento segin se describen para la
preparacion y recuperacion de ORF2 de PCV2. Por ejemplo, en formas preferidas de este método, la construccion
que compende ADN de ORF2 de PCV2 se obtiene en un vector de transferencia. Vectores de transferencia
adecuados y métodos para prepararlos se describen arriba. Opcionalmente, el método puede incluir la etapa de
amplificar la ORF2 a partir de una cepa de PCV2 a través de PCR antes de clonar la ORF2 en el vector de
transferencia. Secuencias del marco de lectura abierto, secuencias de Kozak, secuencias del sitio EcoR1 3,
secuencias de proteinas recombinantes, secuencias de construcciones transfectadas, medios, células y virus
preferidos se describen en los métodos previos. Otra etapa opcional para este método incluye clonar el ADN de
ORF2 de PCV2 amplificado en un primer vector, escindir el ADN de ORF2 de este primer vector y utilizar este ADN
de ORF2 de PCV2 escindido para su clonacion en el vector de transferencia. Al igual que con los otros métodos, se
prefiere esperar al menos 5 dias después de la infeccion de las células por parte del baculovirus transfectado antes
de recuperar la proteina ORF2 recombinante del sobrenadante. Preferiblemente, la etapa de recuperacién de este
método incluye también la etapa de separar los medios de las células y el desecho de células. Esto se puede hacer
de una diversidad de maneras, pero por comodidad y conveniencia, se prefiere filtrar las células, el desecho de
células y los medios de crecimiento a través de un filtro con poros que oscilan en tamafo de aproximadamente 0,45
UM hasta aproximadamente 1,0 uM. Finalmente, para este método se prefiere incluir una etapa de inactivacion del
virus antes de combinar la proteina ORF2 de PCV2 recombinante recuperada en una composicion. Esto se puede
hacer de una diversidad de maneras, pero en la practica de la presente invencion se prefiere utilizar BEI.

Asi, de acuerdo con un aspecto adicional, este método comprende las etapas de: i) amplificar ADN de ORF2 de
PCV2 in vitro, en donde se modifican las secuencias flanqueantes de dicho ADN de ORF2 de PCV2, ii) clonar el
ADN de ORF2 de PCV2 amplificado en un vector de transferencia; y iii) transfectar el vector de transferencia o una
porcion del mismo que contiene el ADN de ORF2 recombinante de PCV2 en un vector viral para generar el vector
viral recombinante, iv) infectar células en medios con el virus transfectado; v) provocar que el virus transfectado
exprese la proteina recombinante a partir de ORF2 de PCV2; vi) separar células del sobrenadante; vii) recuperar la
proteina ORF2 de PCV2 expresada a partir del sobrenadante; viii) inactivar el vector viral recombinante,
preferiblemente en presencia de aproximadamente 1 a aproximadamente 20 mM de BEI, lo mas preferiblemente en
presencia de aproximadamente 5 mM de BEI; ix) afadir una cantidad equivalente de un agente que neutraliza al
agente de inactivacién en la solucion, preferiblemente afiadiendo una solucién de tiosulfato de sodio hasta una
concentracion final de aproximadamente 1 hasta aproximadamente 20 mM, preferiblemente de aproximadamente 5
mM, cuando el agente de inactivacién es BEI, y x) afadir una cantidad adecuada de un coadyuvante,
preferiblemente afiadiendo Carbopol, mas preferiblemente Carbopol 971P, incluso mas preferiblemente en
cantidades segun se describen arriba (p. ej. de aproximadamente 500 pug hasta aproximadamente 5 mg por dosis,
incluso mas preferiblemente en una cantidad de aproximadamente 750 ug hasta aproximadamente 2,5 mg por dosis
y, lo mas preferiblemente, en una cantidad de aproximadamente 1 mg por dosis).

Adicionalmente, la composicion puede incluir uno o mas soportes farmacéuticamente aceptables. Tal como se
emplea en esta memoria,"un soporte farmacéuticamente aceptable" incluye cualesquiera disolventes, medios
dispersantes, recubrimientos, agentes estabilizadores, diluyentes, conservantes, agentes antibacterianos y
antifingicos, agentes isotdnicos, agentes que demoran la adsorcién y similares. Lo mas preferiblemente, la
composicién proporcionada con la presente contiene proteina ORF2 de PCV2 recuperada del sobrenadante de
células cultivadas in vitro, en donde dichas células fueron infectadas con un vector viral recombinante que contiene
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ADN de ORF2 de PCV2 y que expresa proteina ORF2 de PCV2, y en donde dicho cultivo de células se traté con
aproximadamente 2 hasta aproximadamente 8 mM de BEI, preferiblemente con aproximadamente 5 mM de BEI para
inactivar el vector viral, y una concentracion equivalente de un agente de neutralizacion, preferiblemente solucion de
tiosulfato de sodio, hasta una concentracién final de aproximadamente 2 hasta aproximadamente 8 mM,
preferiblemente de aproximadamente 5 mM, Carbopol, mas preferiblemente Carbopol 971P, preferiblemente en
cantidades de aproximadamente 500 ug hasta aproximadamente 5 mg por dosis, incluso mas preferiblemente en
una cantidad de aproximadamente 750 pg hasta aproximadamente 2,5 mg por dosis y, lo mas preferiblemente, en
una cantidad de aproximadamente 1 mg por dosis, y solucién salina fisiolégica, preferiblemente en una cantidad de
aproximadamente 50 hasta aproximadamente 90% (v/v), mas preferiblemente de aproximadamente 60 to 80% (v/v),
todavia mas preferiblemente de aproximadamente 70% (v/v).

Asi, un aspecto adicional se refiere a un método para preparar una composiciéon antigénica tal como, por ejemplo,
una vacuna, para crear una respuesta inmune contra PCV2, que comprende las etapas de: i) amplificar ADN de
ORF2 de PCV2 in vitro, en donde se modifican las secuencias flanqueantes de dicho ADN de ORF2 de PCV2, ii)
clonar el ADN de ORF2 de PCV2 amplificado en un vector de transferencia; y iii) transfectar el vector de
transferencia o una parte del mismo que contiene el ADN de ORF2 recombinante de PCV2 en un vector viral para
generar el vector viral recombinante, iv) infectar células en medios con el virus transfectado; v) provocar que el virus
transfectado exprese la proteina recombinante a partir de ORF2 de PCV2; vi) separar células del sobrenadante; vii)
recuperar la proteina ORF2 de PCV2 expresada a partir del sobrenadante; viii) inactivar el vector viral recombinante,
preferiblemente en presencia de aproximadamente 2 a aproximadamente 20 mM de BEI, lo mas preferiblemente en
presencia de aproximadamente 5 mM de BEI; ix) afadir una cantidad equivalente de un agente que neutraliza al
agente de inactivacién en la solucion, preferiblemente afiadiendo una solucién de tiosulfato de sodio hasta una
concentracion final de aproximadamente 0,5 hasta aproximadamente 20 mM, preferiblemente de aproximadamente
5 mM, cuando el agente de inactivacion es BEI, x) afadir una cantidad adecuada de un coadyuvante,
preferiblemente anadiendo Carbopol, mas preferiblemente Carbopol 971P, todavia méas preferiblemente en
cantidades segun se describen antes (p. ej. de aproximadamente 500 ug hasta aproximadamente 5 mg por dosis,
incluso mas preferiblemente en una cantidad de aproximadamente 750 pg hasta aproximadamente 2,5 mg por dosis
y, lo mas preferiblemente, en una cantidad de aproximadamente 1 mg por dosis); y xi) afadir solucién salina
fisiologica, preferiblemente en una cantidad de aproximadamente 50 hasta aproximadamente 90% (v/v), mas
preferiblemente de aproximadamente 60 a 80% (v/v), todavia mas preferiblemente de aproximadamente 70% (v/v).
Opcionalmente, este método también puede incluir la adicién de un agente protector. Un agente protector, tal como
se utiliza en esta memoria, se refiere a un agente anti-microbiolégicamente activo tal como, por ejemplo,
gentamicina, mertiolato y similares. En particular, la adicién de un agente protector es lo mas preferido para la
preparacion de una composicion multi-dosis. Esos agentes anti-microbiolégicamente activos se anaden en
concentraciones eficaces para prevenir cualquier contaminacion microbioldgica de la composicién de interés o para
la inhibicion de cualquier crecimiento microbiol6gico en la composicién de interés.

Ademas, este método también puede comprender la adicién de cualquier agente estabilizante tal como, por ejemplo,
sacaridos, trehalosa, manitol, sacarosa y similares, para aumentar y/o mantener la duracion de conservacion del
producto. Sin embargo, sorprendentemente se ha encontrado que la formulacion resultante es inmunoldégicamente
eficaz a lo largo de un periodo de al menos 24 meses, sin afadir ninglin agente estabilizante adicional.

Un aspecto adicional de la presente descripcion se refiere a los productos que resultan de los métodos segun se
describe arriba. En particular, la presente invencion se refiere a una composicion de materia que comprende
proteina ORF2 de PCV2 recombinantemente expresada. Ademas, la presente descripcion también se refiere a una
composicion de materia que comprende proteina ORF2 de PCV2 recombinantemente expresada, recuperada del
sobrenadante de un cultivo de células de insectos. Ademas, la presente invencién también se refiere a una
composicién de materia que comprende proteina ORF2 de PCV2 recombinantemente expresada, recuperada del
sobrenadante de un cultivo de células de insectos. Preferiblemente, esta composicion de materia también
comprende un agente adecuado para la inactivacion de vectores virales. Preferiblemente, dicho agente de
inactivacion es BEI. Ademas, la presente invencion también se refiere a una composicién de materia que comprende
proteina ORF2 de PCV2 recombinantemente expresada, recuperada del sobrenadante de un cultivo de células de
insectos, y comprende un agente adecuado para la inactivaciéon de vectores virales, preferiblemente BE| y un agente
de neutralizacion para la neutralizacion del agente de inactivacién. Preferiblemente, ese agente de neutralizacién es
tiosulfato de sodio cuando BEI se utiliza como un agente de inactivacion.

Todavia en otro aspecto de la presente descripcion, se proporciona una composicién inmunogénica que induce una
respuesta inmune y, mas preferiblemente, confiere inmunidad protectora contra los sintomas clinicos de una
infeccion por PCV2. La composicion comprende generalmente el polipéptido, o un fragmento del mismo, expresado
por el Marco de Lectura Abierto 2 (ORF2) de PCV2, en calidad del componente antigénico de la composicién.

ADN de ORF2 de PCV2 y proteina, tal como se utilizan en esta memoria para la preparacién de las composiciones y
también tal como se utilizan en los procedimientos proporcionados en esta memoria, es un dominio muy conservado
dentro de aislados de PCV2 y, con ello, cualquier ORF2 de PCV2 seria eficaz como la fuente del ADN de ORF2 de
PCV y/o polipéptido tal como se utiliza en esta memoria. Una proteina ORF2 de PCV2 preferida es la de SEQ ID
NO. 11. Un polipéptido ORF2 de PCV preferido se proporciona en esta memoria como SEQ ID NO. 5, pero se
entiende por los expertos en la técnica que esta secuencia podria variar tanto como 6-10% en la homologia de la
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secuencia y aun conservar las caracteristicas antigénicas que la hacen util en composiciones inmunogénicas. Las
caracteristicas antigénicas de una composicion inmunolégica se puede, por ejemplo, estimar por el experimento de
evaluacion segun se proporciona por el Ejemplo 4. Ademas, todavia se conserva la caracteristica antigénica de un
antigeno modificado, cuando el antigeno modificado confiere al menos un 70%, preferiblemente un 80%, mas
preferiblemente un 90% de la inmunidad protectora segin se compara con la proteina ORF2 de PCV2, codificada
por la secuencia de polinucleétidos de SEQ ID NO:3 o SEQ ID NO:4. Una “composiciéon inmunogénica”, tal como se
utiliza en esta memoria, significa una proteina ORF2 de PCV2 que provoca una “respuesta inmunoldgica” en el
huésped de una respuesta inmune celular y/o mediada por anticuerpos a la proteina ORF2 de PCV2.
Preferiblemente, esta composicién inmunogénica es capaz de conferir inmunidad protectora contra una infeccion por
PCV2 y los sintomas clinicos asociados con la misma. En algunas formas, se utilizan porciones inmunogénicas de
proteina ORF2 de PCV2 en calidad del componente antigénico en la composicion. La expresion “porcién
inmunogénica”, tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a formas truncadas y/o sustituidas, o a fragmentos de
proteina ORF2 de PCV2 y/o a polinucleétido, respectivamente. Preferiblemente, tales formas truncadas y/o
sustituidas, o fragmentos comprenderan al menos 6 aminoacidos contiguos procedentes del polipéptido de ORF2 de
longitud completa. Mas preferiblemente, las formas truncadas o sustituidas, o fragmentos tendran al menos 10, mas
preferiblemente al menos 15, y aun mas preferiblemente al menos 19 aminoacidos contiguos procedentes del
polipéptido de ORF2 de longitud completa. Dos secuencias preferidas a este respecto se proporcionan en esta
memoria como SEQ ID NOs. 9 y 10. Se entiende, ademds, que este tipo de secuencias pueden ser parte de
fragmentos o formas truncadas mayores. Un polipéptido de ORF2 de PCV2 preferido, proporcionado en esta
memoria, es codificado por las secuencias de nucleétidos de SEQ ID NO: 3 o SEQ ID NO: 4. Pero se entiende por
los expertos en la técnica que esta secuencia podria variar tanto como 6-20% en la homologia de la secuencia y ain
conservar las caracteristicas antigénicas que la hacen util en composiciones inmunogénicas. En algunas formas,
como componente antigénico en la composicién se utiliza una forma truncada o sustituida, o fragmento de ORF2.
Preferiblemente, formas truncadas o sustituidas de este tipo, o fragmentos comprenderan al menos 18 nucleétidos
contiguos procedentes de la secuencia de nucleétidos de ORF2 de longitud completa, p. ej. de SEQ ID NO: 3 o SEQ
ID NO: 4. Mas preferiblemente, las formas truncadas o sustituidas, o fragmentos tendran al menos 30, mas
preferiblemente al menos 45, y aun mas preferiblemente al menos 57 nucleétidos contiguos procedentes del
nucleétido de ORF2 de longitud completa, p. €j. de SEQ ID NO:3 o SEQ ID NO: 4.

“Identidad de la secuencia”, tal como se conoce en la técnica, se refiere a una relacién entre dos o mas secuencias
de polipéptidos o dos o mas secuencias de polinucleétidos, a saber una secuencia de referencia y una secuencia
dada a comparar con la secuencia de referencia. La identidad de la secuencia se determina comparando la
secuencia dada con la secuencia de referencia después de haber alineado éptimamente las secuencias para
producir el grado mas alto de similitud de secuencia, segun se determina por el apareamiento entre las hebras de
secuencias de este tipo. Tras el alineamiento, la identidad de la secuencia se constata sobre una base de posicion-
por-posicién, p. €j. las secuencias son “idénticas” en una posicion particular si en esa posicion los residuos de
nucleétidos o aminodcidos son idénticos. El nimero total de identidades de posicion de este tipo se divide luego por
el nimero total de nucleétidos o residuos en la secuencia de referencia para dar el % de identidad de la secuencia.
La identidad de la secuencia se puede calcular facilmente por métodos conocidos, que incluyen, pero no se limitan a
los descritos en Computational Molecular Biology, Lesk, A. N., comp., Oxford University Press, Nueva York (1988),
Biocomputing: Informatics and Genome Projects, Smith, D.W., comp., Academic Press, Nueva York (1993);
Computer Analysis of Sequence Data, Part I, Griffin, A.M. y Giriffin, H. G., comps., Humana Press, Nueva Jersey
(1994); Sequence Analysis in Molecular Biology, von Heinge, G., Academic Press (1987); Sequence Analysis Primer,
Gribskov, M. y Devereux, J., comps., M. Stockton Press, Nueva York (1991); y Carillo, H., y Lipman, D., SIAM J.
Applied Math., 48: 1073 (1988). Métodos preferidos para determinar la identidad de la secuencia se disefian para dar
el apareamiento mayor entre las secuencias sometidas a ensayo. Métodos para determinar la identidad de la
secuencia son codificados en programas de ordenador publicamente disponibles que determinan la identidad de
secuencia entre secuencias dadas. Ejemplos de este tipo de programas incluyen, pero no se limitan al paquete de
programas GCG (Devereux, J., et al., Nucleic Acids Research, 12(1):387 (1984)), BLASTP, BLASTN y FASTA
(Altschul, S. F. et al., J. Molec. Biol., 215:403-410 (1990)). El programa BLASTX esta publicamente disponible de
NCBI y de otras fuentes (BLAST Manual, Altschul, S. et al., NCVI NLM NIH Bethesda, MD 20894, Altschul, S. F. et
al., J. Molec. Biol., 215:403-410 (1990)). De forma 6ptima, estos programas alinean secuencias utilizando pesos de
huecos por defecto con el fin de producir el nivel mas alto de la identidad de secuencia entre las secuencias dada y
de referencia. Como ilustracion, por un polinucleétido con una secuencia de nucleétidos que tenga al menos, por
ejemplo, un 85%, preferiblemente un 90%, incluso mas preferiblemente un 95% de “identidad de secuencia” con una
secuencia de nuceldtidos de referencia, se pretende dar a entender que la secuencia de nucleotidos del
polinucleétido dado es idéntica a la secuencia de referencia, excepto que la secuencia de polinucleétidos dada
puede incluir hasta 15, preferiblemente hasta 10, incluso mas preferiblemente hasta 5 mutaciones puntuales por
cada 100 nucleottidos de la secuencia de nucleétidos de referencia. En otras palabras, en un polinucleétido que
tenga una secuencia de nucleétidos que tenga al menos un 85%, preferiblemente un 90%, incluso mas
preferiblemente un 95% de identidad con relacién a la secuencia de nucleétidos de referencia, hasta el 15%,
preferiblemente el 10%, incluso mas preferiblemente el 5% de los nucleétidos en la secuencia de referencia puede
estar suprimido o sustituido con otro nucleétido, o un cierto nimero de nucleétidos de hasta el 15%, preferiblemente
el 10%, incluso mas preferiblemente el 5% de los nucleétidos totales en la secuencia de referencia puede estar
insertado en la secuencia de referencia. Estas mutaciones de la secuencia de referencia pueden producirse en las
posiciones terminales 5' 6 3' de la secuencia de nucle6tidos de referencia o en cualquier parte entre esas posiciones
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terminales, entremezcladas individualmente entre nucleétidos en la secuencia de referencia o en uno 0 mas grupos
contiguos dentro de la secuencia de referencia. Analogamente, por un polipéptido con una secuencia de
aminoacidos dada que tenga al menos, por ejemplo, un 85%, preferiblemente un 90%, incluso mas preferiblemente
un 95% de identidad de secuencia con una secuencia de aminoacidos de referencia, se pretende que la secuencia
de aminoacidos del polipéptido dado sea idéntica a la secuencia de referencia, excepto que la secuencia de
polipéptidos dada puede incluir hasta 15, preferiblemente hasta 10, incluso mas preferiblemente hasta 5 alteraciones
de aminodcidos por cada 100 amino&cidos de la secuencia de aminodcidos de referencia. En otras palabras, para
obtener una secuencia de polipéptidos dada que tenga al menos un 85%, preferiblemente un 90%, incluso mas
preferiblemente un 95% de identidad de secuencia con una secuencia de aminodcidos de referencia, hasta el 15%,
preferiblemente hasta el 10%, incluso mas preferiblemente hasta el 5% de los residuos aminoacidos en la secuencia
de referencia puede estar suprimido o sustituido con otro aminoacido, o un cierto nimero de aminoacidos de hasta
el 15%, preferiblemente hasta el 10%, incluso mas preferiblemente hasta el 5% del nimero total de residuos
aminoacidos en la secuencia de referencia puede estar insertado en la secuencia de referencia. Estas alteraciones
de la secuencia de referencia pueden producirse en las posiciones amino o carboxi terminales de la secuencia de
aminoacidos de referencia o en cualquier parte entre esas posiciones terminales, entremezcladas individualmente
entre residuos en la secuencia de referencia 0 en uno o mas grupos contiguos dentro de la secuencia de referencia.
Preferiblemente, las posiciones de los residuos que no son idénticas difieren por la sustituciones conservadoras de
aminoacidos. Sin embargo, las sustituciones conservadoras no estan incluidas como un apareamiento cuando se
determina la identidad de secuencia.

“Homologia de la secuencia”, tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a un método para determinar el grado
de relacién de dos secuencias. Para determinar la homologia de la secuencia, dos 0 mas secuencias se alinean
optimamente alineadas y, si es necesario, se introducen huecos. Sin embargo, en contraposicién con la “identidad
de la secuencia”, sustituciones conservadoras de aminoacidos se cuentan como un apareamiento cuando se
determina la homologia de la secuencia. En otras palabras, para obtener un polipéptido o polinucleétido con un 95%
de homologia de la secuencia con una secuencia de referencia, el 85%, preferiblemente el 90%, incluso mas
preferiblemente el 95% de los residuos aminoacidos o nucleétidos en la secuencia de referencia debe aparearse o
comprender una sustitucion conservadora con otro aminoacido o nucleétido, o un cierto numero de amino&cidos o
nucleétidos hasta el 15%, preferiblemente hasta el 10%, incluso mas preferiblemente hasta el 5% de los residuos
totales de aminoacidos o nucleétidos, que no incluyen sustituciones conservadoras, en la secuencia de referencia
puede insertarse en la secuencia de referencia. Preferiblemente, la secuencia homologa comprende al menos un
tramo de 50, incluso mas preferiblemente 100, incluso mas preferiblemente 250, incluso mas preferiblemente 500
nucleétidos.

Una "sustitucién conservadora” se refiere a la sustitucion de un resto de aminodcido o nucleétido con otro resto de
aminoacido o nucleétido con caracteristicas o propiedades similares, incluido el tamario, la hidrofobia, etc., de modo
que la funcionalidad global no cambia significativamente.

"Aislado” significa alterado “por la mano del hombre” desde su estado natural, es decir si se produce en la
naturaleza, ha sido cambiado o separado de su entorno original, o ambos. Por ejemplo, un polinucledtido o
polipéptido que se presenta de forma natural en un organismo vivo no esta “aislado”, pero el mismo polinucleétido o
polipéptido separado de los materiales coexistentes de su estado natural esta “aislado”, segin se emplea el término
en esta memoria.

Asi, un aspecto adicional de la presente descripcidn se refiere a una composicion inmunogénica, eficaz para reducir
la gravedad de sintomas clinicos asociados con la infeccion por PCV2 que comprende proteina ORF2 de PCV2.
Preferiblemente, la proteina ORF2 de PCV2 es una cualquiera de las arriba descritas. Preferiblemente, dicha
proteina ORF2 de PCV2 es

i) un polipéptido que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10 o
SEQ ID NO: 11,

ii) cualquier polipéptido que es al menos un 80% homologo con el polipéptido de i),
iii) cualquier porcién inmunogénica de los polipéptidos de i) y/o ii),

iv) la porcién inmunogénica de iii), que comprende al menos 10 aminoacidos contiguos incluidos en las secuencias
de SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10 0 SEQ ID NO: 11,

v) un polipéptido que es codificado por un ADN que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 3 o SEQ ID NO: 4.

vi) cualquier polipéptido que es codificado por un polinucleétido que es al menos un 80% homdlogo con el
polinucléotido de v),

vii) cualquier porcién inmunogénica de los polipéptidos codificados por el polinucleétido de v) y/o vi),

viii) la porcion inmunogénica de vii), en donde el polinucleétido que codifica dicha porcién inmunogénica comprende
al menos 30 nucleotidos contiguos incluidos en las secuencias de SEQ ID NO: 3 o SEQ ID NO: 4.
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Preferiblemente cualquiera de esas porciones inmunogénicas tendran las caracteristicas inmunogénicas de la
proteina ORF2 de PCV2 que es codificada por la secuencia de SEQ ID NO: 3 o SEQ ID NO: 4.

De acuerdo con un aspecto adicional, la proteina ORF2 de PCV2 se proporciona en la composiciéon inmunoldgica a
un nivel de inclusion de antigenos eficaz para inducir la respuesta inmune deseada, a saber reducir la incidencia de
o disminuir la gravedad de sintomas clinicos que resultan de la infeccién por PCV2. Preferiblemente, el nivel de
inclusién de la proteina ORF2 de PCV2 es al menos 0,2 ug de antigeno / ml de la composicién inmunogénica final
(ng/ml), mas preferiblemente de aproximadamente 0,2 a aproximadamente 400 ug/ml, aun mas preferiblemente de
aproximadamente 0,3 a aproximadamente 200 pg/ml, incluso méas preferiblemente de aproximadamente 0,35 a
aproximadamente 100 pg/ml, ain mas preferiblemente de aproximadamente 0,4 a aproximadamente 50 pg/ml, aun
mas preferiblemente de aproximadamente 0,45 a aproximadamente 30 pg/ml, aun mas preferiblemente de
aproximadamente 0,6 a aproximadamente 15 pg /ml, incluso mas preferiblemente de aproximadamente 0,75 a
aproximadamente 8 pg/ml, incluso mas preferiblemente de aproximadamente 1,0 a aproximadamente 6 pug/ml, ain
mas preferiblemente de aproximadamente 1,3 a aproximadamente 3,0 pg/ml, incluso mas preferiblemente de
aproximadamente 1,4 a aproximadamente 2,5 pg/ml, incluso mas preferiblemente de aproximadamente 1,5 a
aproximadamente 2,0 ug/ml, y lo mas preferiblemente de aproximadamente 1,6 pug/ml.

De acuerdo con un aspecto adicional, el nivel de inclusién del antigeno ORF2 es al menos 0,2 pg de proteina ORF2
de PCV2, segun se describe antes, por dosis de la composicion antigénica final (ug/dosis), mas preferiblemente de
aproximadamente 0,2 a aproximadamente 400 pg/dosis, aun mas preferiblemente de aproximadamente 0,3 a
aproximadamente 200 pg/dosis, incluso mas preferiblemente de aproximadamente 0,35 a aproximadamente 100
pg/dosis, aun mas preferiblemente de aproximadamente 0,4 a aproximadamente 50 pg/dosis, aun mas
preferiblemente de aproximadamente 0,45 a aproximadamente 30 pg/dosis, aun mas preferiblemente de
aproximadamente 0,6 a aproximadamente 15 pg /dosis, incluso mas preferiblemente de aproximadamente 0,75 a
aproximadamente 8 pg/dosis, incluso mas preferiblemente de aproximadamente 1,0 a aproximadamente 6 pg/dosis,
aun mas preferiblemente de aproximadamente 1,3 a aproximadamente 3,0 pg/dosis, incluso mas preferiblemente de
aproximadamente 1,4 a aproximadamente 2,5 pg/dosis, incluso mas preferiblemente de aproximadamente 1,5 a
aproximadamente 2,0 pg/dosis, y lo mas preferiblemente de aproximadamente 1,6 pg/dosis.

El polipéptido ORF2 de PCV2 utilizado en una composicién inmunogénica de acuerdo con la presente invencién se
puede derivar de cualquier modo, incluido aislamiento y purificacion de ORF2 de PCV2, sintesis estandar de
proteinas, y metodologia recombinante. Métodos preferidos para obtener polipéptido ORF2 de PCV2 se describen
arriba en esta memoria y también se proporcionan en la solicitud de patente de EE.UU. n® de serie 11/034.797. En
sintesis, células susceptible son infectadas con un vector viral recombinante que contiene secuencias codificadoras
de ADN de ORF2 de PCV2, el polipéptido ORF2 de PCV2 es expresado por el virus recombinante, y el polipéptido
ORF2 de PCV2 expresado se recupera del sobrenadante mediante filtracién y se inactiva por cualquier método
convencional, preferiblemente utilizando etilenimina binaria, que luego se neutraliza para detener el proceso de
inactivacion.

Asi, de acuerdo con un aspecto adicional, la composicion inmunogénica comprende i) cualquiera de las proteinas
ORF2 de PCV2 descritas arriba, preferiblemente en concentraciones descritas arriba, y ii) al menos una parte del
vector viral que expresa dicha proteina ORF2 de PCV2, preferiblemente de un baculovirus recombinante. Ademas,
de acuerdo con un aspecto adicional, la composicion inmunogénica comprende i) cualquiera de las proteinas ORF2
de PCV2 descritas arriba, preferiblemente en concentraciones descritas arriba, ii) al menos una parte del vector viral
que expresa dicha proteina ORF2 de PCV2, preferiblemente de un baculovirus recombinante, y iii) una parte del
sobrenadante del cultivo de células.

De acuerdo con una realizacion especifica del procedimiento de produccién y recuperacion de la proteina ORF2 de
PCV2, el sobrenadante del cultivo de células se filira a través de una membrana con un tamafio de poros
preferiblemente entre aproximadamente 0,45 y 1 pum. Asi, un aspecto adicional se refiere a una composicién
inmunogénica que comprende i) cualquiera de las proteinas ORF2 de PCV2 descritas arriba, preferiblemente en
concentraciones descritas arriba, ii) al menos una porciéon del vector viral que expresa dicha proteina ORF2 de
PCV2, preferiblemente de un baculovirus recombinante, y iii) una porcién del sobrenadante del cultivo de células. en
donde aproximadamente el 90% de los componentes tienen un tamarno menor que 1 pm.

De acuerdo con un aspecto adicional, la presente descripcion se refiere a una composicion inmunogénica que
comprende i) cualquiera de las proteinas ORF2 de PCV2 descritas arriba, preferiblemente en concentraciones
descritas arriba, ii) al menos una porcién del vector viral que expresa dicha proteina ORF2 de PCV2, iii) una porcion
del cultivo de células, iv) y agente inactivante para inactivar el vector viral recombinante, preferiblemente BEI, en
donde aproximadamente el 90% de los componentes i) a iii) tienen un tamafo menor que 1 um. Preferiblemente, BEI
esta presente en concentraciones eficaces para inactivar el baculovirus. Concentraciones eficaces se describen
arriba.

De acuerdo con un aspecto adicional, la presente descripcion se refiere a una composicion inmunogénica que
comprende i) cualquiera de las proteinas ORF2 de PCV2 descritas arriba, preferiblemente en concentraciones
descritas arriba, ii) al menos una porcién del vector viral que expresa dicha proteina ORF2 de PCV2, iii) una porcion
del cultivo de células, iv) un agente inactivante para inactivar el vector viral recombinante, preferiblemente BEI, y v)
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un agente neutralizante para detener la inactivacién mediada por el agente inactivante, en donde aproximadamente
el 90% de los componentes i) a iii) tienen un tamafio menor que 1 um. Preferiblemente, si el agente inactivante es
BEI, dicha composicion comprende tiosulfato de sodio en cantidades equivalentes a BEI.

El polipéptido se incorpora en una composicién que puede ser administrada a un animal susceptible a infecciéon por
PCV2. En formas preferidas, la composicién puede incluir también componentes adicionales conocidos por los
expertos en la técnica (véase también Remington's Pharmaceutical Sciences. (1990). 182 ed. Mack Publ., Easton).
Adicionalmente, la composicion puede incluir uno 0 mas soportes aceptables en veterinaria. Tal como se emplea en
esta memoria,"un soporte aceptable desde el punto de vista veterinario" incluye uno y cualesquiera disolventes,
medios dispersantes, recubrimientos, coadyuvantes, agentes estabilizadores, diluyentes, conservantes, agentes
antibacterianos y antifingicos, agentes isotonicos, agentes que demoran la adsorcién y similares.

En una realizacién preferida, la composicion inmunogénica comprende proteina ORF2 de PCV2 segin se
proporciona con la presente, preferiblemente en concentraciones descritas arriba en forma de un componente
antigénico, el cual se mezcla con un coadyuvante, preferiblemente Carbopol, y solucién salina fisiolégica.

Los expertos en la técnica entenderan que la composiciéon en esta memoria puede incorporar soluciones estériles
inyectables, fisioldégicamente aceptables, conocidas. Para preparar una disolucion lista para el uso para inyeccion
parenteral o infusion, estan facilmente disponibles soluciones isoténicas acuosas, tales como, p. €j., solucién salina
o correspondientes soluciones de proteinas en el plasma. Ademas, las composiciones inmunogénicas y de vacuna
de la presente invencién pueden incluir diluyentes, agentes isotdnicos, estabilizantes o coadyuvantes. Los diluyentes
pueden incluir agua, solucion salina, dextrosa, etanol, glicerol y similares. Los agentes isotonicos pueden incluir
cloruro de sodio, dextrosa, manitol, sorbitol y lactosa, entre otros. Los estabilizantes incluyen albumina y sales
alcalinas de acido etilendiaminotetraacético, entre otros. coadyuvantes adecuados son los arriba descritos. Lo mas
preferido es el uso de Carbopol, en particular el uso de Carbopol 971P, preferiblemente en cantidades segun se
describen arriba (p. ej. de aproximadamente 500 pg hasta aproximadamente 5 mg por dosis, incluso mas
preferiblemente en una cantidad de aproximadamente 750 pg hasta aproximadamente 2,5 mg por dosis y lo mas
preferiblemente en una cantidad de aproximadamente 1 mg por dosis).

Asi, la presente descripcion se refiere también a una composicién inmunogénica que comprende i) cualquiera de las
proteinas ORF2 de PCV2 descritas arriba, preferiblemente en concentraciones descritas arriba, ii) al menos una
parte del vector viral que expresa dicha proteina ORF2 de PCV2, iii) una porcién del cultivo de células, iv) un agente
inactivante para inactivar el vector viral recombinante, preferiblemente BEI, y v) un agente de neutralizacién para
detener la inactivacion mediada por el agente inactivante, preferiblemente tiosulfato de sodio en cantidadees
equivalentes a BEI; y vi) un coadyuvante adecuado, preferiblemente Carbopol 971, en las cantidades descritas
arriba; en donde aproximadamente el 90% de los componentes i) a iii) tienen un tamafo menor que 1 um. De
acuerdo con un aspecto adicional, esta composicién inmunogénica comprende, ademas, una sal farmacéuticamente
aceptable, preferiblemente una sal fosfato en concentraciones fisiol6gicamente aceptables. Preferiblemente, el pH
de dicha composicién inmunogénica se ajusta a un pH fisioldgico, lo que significa entre aproximadamente 6,5y 7,5.

Asi, la presente descripcion también se refiere a una composicién inmunogénica que comprende, por un ml, i) al
menos 1,6 ug de proteina ORF2 de PCV2 descrita arriba, ii) al menos una porciéon de baculovirus que expresa dicha
proteina ORF2 de PCV2, iii) una porcion del cultivo de células, iv) aproximadamente 2 a 8 mM de BEI, v) tiosulfato
de sodio en cantidades equivalentes a BEI; y vi) aproximadamente 1 mg de Carbopol 971, y vii) sal fosfato en una
concentracion fisiolégicamente aceptable; en donde aproximadamente el 90% de los componentes i) a iii) tienen un
tamafno menor que 1 um y el pH de dicha composicién inmunogénica se ajusta a aproximadamente 6,5 a 7,5.

Las composiciones inmunogénicas pueden ademas incluir uno o mas de otros agentes inmunomoduladores tales
como p. €j., interleucinas, interferones u otras citocinas. Las composiciones inmunogénicas pueden también incluir
Gentamicina y Mertiolato. Si bien las cantidades y concentraciones de los coadyuvantes y aditivos Utiles en el
contexto de la presente invencidén pueden determinarse facilmente por el experto en la técnica, la presente invencion
contempla composiciones que comprenden entre aproximadamente 50 pg y aproximadamente 2000 upg de
coadyuvante y preferiblemente aproximadamente 250 pg/ml de dosis de la composicion de vacuna. En otra
realizacién preferida, la presente invencion contempla composiciones de vacuna que comprenden entre
aproximadamente 1 upg/ml y aproximadamente 60 pg/ml de antibiticos, y mas preferiblemente menos de
aproximadamente 30 pg/ml de antibioticos.

Asi, la presente descripcion se refiere también a una composicién inmunogénica que comprende i) cualquiera de las
proteinas ORF2 de PCV2 descritas arriba, preferiblemente en concentraciones descritas arriba, ii) al menos una
porcién del vector viral que expresa dicha proteina ORF2 de PCV2, iii) una porcién del cultivo de células, iv) un
agente inactivante para inactivar el vector viral recombinante, preferiblemente BEI, y v) un agente de neutralizacién
para detener la inactivacion mediada por el agente inactivante, preferiblemente tiosulfato de sodio en cantidadees
equivalentes a BEI; vi) un coadyuvante adecuado, preferiblemente Carbopol 971, en cantidades descritas arriba; vii)
una concentraciéon farmacéutica aceptable de un tampén salino, preferiblemente de una sal fosfato, y viii) un agente
anti-microbiol6gico activo; en donde aproximadamente el 90% de los componentes i) a iii) tienen un tamafio menor
que 1 um.
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Sorprendentemente, se ha encontrado que la composicion inmunogénica proporcionada con la presente era muy
estable a lo largo de un periodo de 24 meses. Se ha encontrado también que las composiciones inmunogénicas
proporcionadas con la presente, que comprenden proteina ORF2 de PCV2 recombinante, que expresa baculovirus
segln se proporcionan con la presente, son muy eficaces para reducir los sintomas clinicos asociados con las
infecciones por PCV2. Sorprendentemente, se ha encontrado que las composiciones inmunogénicas que
comprenden la proteina ORF2 de PCV2 recombinante, que expresa baculovirus segin se proporcionan con la
presente, son mas eficaces que una composicién inmunogénica que comprende el virus PCV2 completo en una
forma inactivada, o un antigeno ORF2 de PCV2 viral aislado. En particular, sorprendentemente se ha encontrado
que la proteina ORF2 de PCV2 recombinante expresada en baculovirus es eficaz en concentraciones muy bajas, lo
que significa en concentraciones de hasta 0,25 pg/dosis. Este elevado potencial inmunogénico inesperado de la
proteina ORF2 de PCV2 se podria incrementar adicionalmente mediante la adicion de Carbopol.

Un aspecto adicional se refiere a un recipiente que comprende al menos una dosis de la composicion inmunogénica
de proteina ORF2 de PCV2 seguln se proporciona con la presente, en donde una dosis comprende al menos 2 ug de
proteina ORF2 de PCV2, preferiblemente 2 a 16 ug de proteina ORF2 de PCV2. Dicho recipiente puede comprender
de 1 a 250 dosis de la composiciéon inmunogénica, contiene preferiblemente 1, 10, 25, 50, 100, 150, 200 6 250 dosis
de la composicién inmunogénica de proteina ORF2 de PCV2. Preferiblemente, cada uno de los recipientes que
comprende mas de una dosis de la composicién inmunogénica de proteina ORF2 de PCV2 comprende, ademas, un
agente anti-microbiol6gico activo. Esos agentes son, por ejemplo, antibiéticos, incluidos Gentamicina y Mertiolato y
similares. Asi, un aspecto de la presente descripcion se refiere a un recipiente que comprende de 1 a 250 dosis de la
composicién inmunogénica de proteina ORF2 de PCV2, en donde una dosis comprende al menos 2 ug de proteina
ORF2 de PCV2, y Gentamicina y/o Mertiolato, preferiblemente de aproximadamente 1 ug/ml hasta aproximadamente
60 pg/ml de antibiéticos, y mas preferiblemente menos de aproximadamente 30 pg/ml.

Un aspecto adicional se refiere a un kit que comprende cualquiera de los recipientes descritos arriba, y un manual de
instrucciones, incluida la informacion para la aplicacion intramuscular de al menos una dosis de la composicion
inmunogénica de proteina ORF2 de PCV2 a cochinillos para disminuir la gravedad de los sintomas clinicos
asociados con la infeccién por PCV2. Ademas de ello, de acuerdo con un aspecto adicional, dicho manual de
instrucciones comprende la informacién de una segunda administracion o de administraciones adicionales de al
menos una dosis de la composicion inmunogénica de proteina ORF2 de PCV2, en donde la segunda administracion
0 cualquier administracién adicional es al menos 14 dias méas tarde de la administracion inicial o cualquier
administracion anterior. Preferiblemente, dicho manual de instrucciones incluye también la informaciéon para
administrar un estimulante inmune. Preferiblemente, dicho estimulante inmune debera ser dado al menos dos veces.
Preferiblemente, al menos 3, mas preferiblemente al menos 5, e incluso mas preferiblemente al menos 7 dias se
encuentran entre la primera y la segunda o cualquier administracion adicional del estimulante inmune.
Preferiblemente, el estimulante inmune se da al menos 10 dias, preferiblemente 15, incluso méas preferiblemente 20,
y aun mas preferiblemente al menos 22 dias mas tarde de la administracién inicial de la composicién inmunogénica
de proteina ORF2 de PCV2. Un estimulante inmune preferido es, por ejemplo, hemocianina de lapa bocallave (KLH -
siglas en inglés), preferiblemente emulsionada con coadyuvante de Freund incompleto (KLH/ICFA - siglas en inglés).
Sin embargo, se entiende con la presente que también se puede usar cualquier otro estimulante inmune conocido
por una persona experta en la técnica. “Estimulante inmune”, tal como se utiliza en esta memoria, significa cualquier
agente o composicion que puede disparar una respuesta inmune general, preferiblemente sin iniciar ni incrementar
una respuesta inmune especifica, por ejemplo la respuesta inmune contra un agente patégeno especifico. Se
instruye, ademas, administrar el estimulante inmune en una dosis adecuada. Ademas de ello, el kit también puede
comprender un recipiente, que incluye al menos una dosis del estimulante inmune, preferiblemente una dosis de
KLH, o KLH/ICFA.

Ademas de ello, sorprendentemente también se ha encontrado que el potencial inmunogénico de las composiciones
inmunogénicas que comprenden proteina ORF2 de PCV2 recombinante, que expresa baculovirus, preferiblemente
en combinacién con Carbopol, se pueden reforzar adicionalmente mediante la administracion de la vacuna IngelVac
PRRS MLV (véase el Ejemplo 5). Los sintomas clinicos de PCV2 y las manifestaciones de la enfermedad se
magnifican grandemente cuando estd presente una infeccion por PRRS. Sin embargo, las composiciones
inmunogénicas y las estrategias de vacunacion, tal como se proporcionan con la presente, redujeron este efecto
grandemente, y en mayor medida de lo esperado. En otras palabras, se observd un efecto sinérgico inesperado
cuando los animales, preferiblemente cerdos, son tratados con cualquiera de las composiciones inmunogénicas de
proteina ORF2 de PCV2, segun se proporcionan con la presente, y la vacuna Ingelvac PRRS MLV (Boehringer
Ingelheim).

Asi, un aspecto adicional de la presente descripcion se refiere al kit segin se describe arriba, que comprende la
composicién inmunogénica de ORF2 de PCV2, seglin se proporciona con la presente y el manual de instrucciones,
en donde el manual de instrucciones incluye, adicionalmente, la informacién de administrar la composicién
inmunogénica de ORF2 de PCV2 junto con, o aproximadamente al mismo tiempo que con una composicion
inmunogénica que comprende antigeno PRRS, preferiblemente antigeno PRRS con coadyuvante. Preferiblemente,
el antigeno PRRS es IngelVac® PRRS MLV (Boehringer Ingelheim).

Un aspecto adicional de la presente descripcién también se refiere a un kit que comprende i) un recipiente que
contiene al menos una dosis de una composicion inmunogénica de ORF2 de PCV2, segln se proporciona con la
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presente, y ii) un recipiente que contiene una composicion inmunogénica que comprende antigeno PRRS,
preferiblemente antigeno PRRS con coadyuvante. Preferiblemente, el antigeno PRRS es IngelVac® PRRS MLV
(Boehringer Ingelheim). Mas preferiblemente, el kit comprende, ademas, un manual de instrucciones que incluye la
informacién de administrar las dos composiciones farmacéuticas. Preferiblemente, contiene la informacién de que la
composicién que contiene ORF2 de PCV2 se administra temporalmente antes de la composicién que contiene
PRRS.

Un aspecto adicional se refiere al uso de cualquiera de las composiciones proporcionadas con la presente en calidad
de un medicamento, preferiblemente en calidad de un medicamento veterinario, incluso mas preferiblemente en
calidad de una vacuna. Ademas de ello, la presente invencién también se refiere al uso de cualquiera de las
composiciones descritas en esta memoria, para la preparaciéon de un medicamento para disminuir la gravedad de
sintomas clinicos asociados con una infeccion por PCV2. Preferiblemente, el medicamento es para la prevencion de
una infeccién por PCV2, incluso mas preferiblemente en cochinillos.

Un aspecto adicional se refiere a un método para (i) la prevencion de una infeccion, o re-infeccién con PCV2 o (ii) la
reduccion o eliminacién de sintomas clinicos provocados por PCV2 en un sujeto, que comprende administrar
cualquiera de las composiciones inmunogénicas proporcionadas con la presente a un sujeto que lo necesita.
Preferiblemente, el sujeto es un cerdo. Preferiblemente, la composicidon inmunogénica se administra por via
intramuscular. Preferiblemente, se administra/n una dosis o dos dosis de la composicién inmunogénica, en donde
una dosis comprende preferiblemente al menos aproximadamente 2 ug de proteina ORF2 de PCV2, incluso mas de
preferencia aproximadamente 2 hasta aproximadamente 16 pg, y al menos aproximadamente 0,1 hasta
aproximadamente 5 mg de Carbopol, de preferencia aproximadamente 1 mg de Carbopol. Un aspecto adicional se
refiere al método de tratamiento segun se describe arriba, en donde se administra una segunda aplicacion de la
composicién inmunogénica. Preferiblemente, la segunda administracion se realiza con la misma composicién
inmunogénica, preferiblemente con la misma cantidad de proteina ORF2 de PCV2. Preferiblemente, la segunda
administracion se da también por via intramuscular. Preferiblemente, la segunda administracion se da al menos 14
dias mas tarde de la administracién inicial, incluso mas preferiblemente al menos 4 semanas mas tarde de la
administracion inicial.

De acuerdo con un aspecto adicional, el método de tratamiento comprende también la administracién de un
estimulante inmune. Preferiblemente, dicho estimulante inmune se administra al menos dos veces. Preferiblemente,
al menos 3, mas preferiblemente al menos 5 dias, incluso mas preferiblemente al menos 7 dias transcurren entre la
primera y la segunda administracion del estimulante inmune. Preferiblemente, el estimulante inmune se administra al
menos 10 dias, preferiblemente 15, incluso mas preferiblemente 20, alin mas preferiblemente al menos 22 dias mas
tarde de la administracion inicial de la composicién inmunogénica de proteina ORF2 de PCV2. Un estimulante
inmune preferido es, por ejemplo, hemocianina de lapa bocallave (KLH), aiun preferiblemente emulsionada con
coadyuvante de Freund incompleto (KLH/ICFA). Sin embargo, se entiende con la presente que también se puede
usar cualquier otro estimulante inmune conocido por una persona experta en la técnica. Esta dentro del
conocimiento general de una persona experta en la técnica para administrar el estimulante inmune en una dosis
adecuada.

De acuerdo con un aspecto adicional, el método de tratamiento descrito arriba comprende también la administracién
de un antigeno PRRS. Preferiblemente, el antigeno PRRS es IngelVac® PRRS MLV (Boehringer Ingelheim).
Preferiblemente, dicho antigeno PRRS se administra temporalmente después de la administracion de la composicion
inmunogénica de la proteina ORF2 de PCV2.

De acuerdo con un aspecto adicional, la presente invencidn proporciona una vacuna combinada multivalente como
se define en las reivindicaciones, que incluye un agente inmunolégico eficaz para reducir la incidencia de o disminuir
la gravedad de una infeccion por PCV2, y al menos un componente inmunogénico activo contra otro organismo
provocador de la enfermedad en cerdos.

En particular, el agente inmunolégico, eficaz para reducir la incidencis de o disminuir la gravedad de una infeccion
por PCV2 es un antigeno de PCV2. Preferiblemente, dicho antigeno de PCV2 es una proteina ORF2 de PCV2
segln se proporciona con la presente, o cualquier composicién inmunogénica segun se describe arriba, que
comprende proteina ORF2 de PCV2.

Sin embargo, se entiende con la presente que un antigeno de PCV2 se refiere también a cualquier composiciéon de
materia que comprende al menos un antigeno que puede inducir, estimular o reforzar la respuesta inmune contra
una infeccién por PCV2 cuando se administra a un cerdo. Preferiblemente, dicho antigeno de PCV2 es el virus
PCV2 completo, preferiblemente en una forma inactivada, un virus PCV2 vivo modificado o atenuado, un virus
quimérico que comprende al menos una secuencia de aminoacidos inmunogénica de PCV2, cualquier otro
polipéptido o componente que comprende al menos una secuencia de aminoacidos inmunogénica de PCV2. Las
expresiones "proteina inmunogénica”, “polipéptido inmunogénico” o “secuencia de aminoacidos inmunogénica”, tal
como se utiliza en esta memoria, se refiere a cualquier secuencia de aminoacidos que provoca una respuesta
inmune en un huésped contra un agente patdgeno que comprende dicha proteina inmunogénica, polipéptido
inmunogénico o secuencia de aminoacidos inmunogénica. Una "proteina inmunogénica”, “polipéptido inmunogénico”
0 “secuencia de aminoacidos inmunogénica”, tal como se utiliza en esta memoria, incluye la secuencia de longitud
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completa de cualesquiera proteinas, sus analogos, o sus fragmentos inmunogénicos. Por "fragmento inmunogénico"
se quiere dar a entender un fragmento de una proteina que incluye uno o mas epitopos y, asi, provoca la respuesta
inmunoldgica contra el agente patégeno relevante. Fragmentos de este tipo se pueden identificar utilizando cualquier
numero de técnicas de representacién en mapa de epitopos, bien conocidas en la técnica. Véase, p. €j., Epitope
Mapping Protocols in Methods in Molecular Biology, Vol. 66 (Glenn E. Morris, Ed., 1996) Humana Press, Totowa,
Nueva Jersey. Por ejemplo, epitopos lineales se pueden determinar, p. €j., sintetizando concurrentemente grandes
nuameros de péptidos sobre soportes sélidos, correspondiendo los péptidos a porciones de la molécula de proteina, y
haciendo reaccionar los péptidos con anticuerpos, a la vez que los péptidos siguen estando fijados a los soportes.
Técnicas de este tipo son conocidas en la técnica y se describen, p. €j., en la patente de EE.UU. n® 4.708.871;
Geysen et al. (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:3998-4002; Geysen et al. (1986) Molec. Immunol. 23:709-715.
De manera similar, epitopos conformacionales se identifican facilmente determinando la conformacién espacial de
aminoacidos tales como, p. €j., cristalografia por rayos x y resonancia magnética nuclear bidimensional. Véase, p.
ej., Epitope Mapping Protocols, supra. También se incluyen dentro de la definicion antigenos sintéticos, por ejemplo
poliepitopos, epitopos flanqueantes y otros antigenos recombinantes o derivados de forma sintética. Véase, p. €j.,
Bergmann et al. (1993) Eur. J. Immunol. 23:2777-2781; Bergmann et al. (1996), J. Immunol. 157:3242-3249;
Suhrbier, A. (1997), Immunol. and Cell Biol. 75:402-408; Gardner et al., (1998) 122 Conferencia Mundial del SIDA,
Ginebra, Suiza, 28 de junio - 3 de julio de 1998.

De acuerdo con una realizacion adicional, dicho antigeno de PCV-2 es CircoFLEX®, (Boehringer Ingelheim
Vetmedica Inc, St Joseph, MO, EE.UU.), CircoVac® (Merial SAS, Lyon, Francia), CircoVent (Intervet Inc., Millsboro,
DE, EE.UU), o Suvaxyn PCV-2 One Dose® (Fort Dodge Animal Health, Kansas City, KA, EE.UU).

Una "respuesta inmunoldgica o inmune" a una composicidon o vacuna es el desarrollo en el huésped de una
respuesta inmune celular y/o mediada por anticuerpos a la composicién o vacuna de interés. Habitualmente, una
"respuesta inmune" incluye, pero no se limita a uno o mas de los siguientes efectos: la produccion o activacion de
anticuerpos, células B, células T auxiliares, células T supresoras y/o células T citotoxicas y/o células T yd, dirigidas
especificamente a un antigeno o antigenos incluidos en la composicion o vacuna de interés. Preferiblemente, el
huésped exhibira una respuesta inmunoldgica terapéutica o protectora, de modo que esa resistancia a la nueva
infeccion resultara reforzada y/o la gravedad clinica de la enfermedad quedara reducida. Una proteccion de este tipo
quedara demostrada por una reduccion o carencia de los sintomas asociados con infecciones del huésped segun se
describe arriba.

Preferiblemente, el otro organismo en cerdos provocador de la enfermedad se selecciona del grupo que consiste en:
Actinobacillus pleuropneumonia (1); Adenovirus (2); Alfavirus tal como virus de la encefalomielitis equina del Este
(3); Bordetella bronchiseptica (4); Brachyspira spp. (5), preferiblemente B. hyodyentheriae (6); B. piosicoli (7),
Brucella suis, preferiblemente biovares 1, 2 y 3 (8); virus de la fiebre porcina clasica (9); Clostridium spp. (10),
preferiblemente Cl. difficile (11), Cl. perfringens tipos A, B y C (12), Cl. novyi (13), Cl.septicum (14), CI. tetani (15);
Coronavirus (16), preferiblemente Coronavirus respiratorio porcino (17); Eperitrozoonosis suis (18); Erysipelothrix
rhsiopathiae (19) Escherichia coli (20); Haemophilus parasuis, preferiblemente subtipos 1, 7 y 14 (21); virus de la
encefalomielitis hemoaglutinante (22); virus de la encefalitis japonesa (23); Lawsonia intracellularis (24); Leptospira
spp- (25), preferiblemente Leptospira australis (26); Leptospira canicola (27); Leptospira grippotyphosa (28);
Leptospira icterohaemorrhagicae (29); y Leptospira interrogans (30); Leptospira pomona (31); Leptospira tarassovi
(32); Mycobacterium spp. (33) preferiblemente M. avium (34), M. intracellulare (35) y M.bovis (36); Mycoplasma
hyopneumoniae (M hyo) (37); Pasteurella multocida (38); citomegalovirus porcino (39); parvovirus porcino (40); virus
del sindrome reproductor y respiratorio porcino (PRRS) (41); virus pseudorrabia (42); rotavirus (43); Salmonella spp.
(44), preferiblemente S. thyphimurium (45) y S. choleraesuis (46); Staph. hyicus (47); Staphylococcus spp. (48)
preferiblemente Streptococcus spp. (49), preferiblemente Strep. suis (50); virus herpes porcino (51); virus de la gripe
porcina (52); virus varicela porcina (53); virus varicela porcina (54); virus de la estomatitis vesicular (55); virus de
exantema vesicular de cerdos (56); Leptospira Hardjo (57); y/o Mycoplasma hyosynoviae (58).

Cualquier referencia hecha en relacion con un agente patdgeno porcino en lo que sigue se puede hacer nombrando
el agente patdgeno, por ejemplo M.hyo, o haciendo referencia al nimero entre () a continuacién del agente
patégeno, que se encuentra arriba. Por ejemplo, la referencia a M. hyo se puede hacer por M. hyo o por (37).

Asi, la presente invencion se refiere a una vacuna combinada como se define en las reivindicaciones para el
tratamiento y/o la profilaxis de cerdos, que incluye un agente inmunoldgico eficaz para reducir la incidencia o
disminuir la gravedad de una infeccion por PCV2, preferiblemente un antigeno de PCV2 y, ademas, un componente
inmunoldgico activo eficaz para el tratamiento y/o la profilaxis de infecciones provocadas por cualquiera de los
agentes patdgenos porcinos (1), (2), (3), (4), (5), (6), (7), (8), (9), (10), (11), (12), (13), (14), (15), (16), (17), (18), (19),
(20), (21), (22), (23), (24), (25), (26), (27), (28), (29), (30), (31), (32), (33), (34), (35), (36), (37), (38), (39), (40), (41),
(42), (43), (44), (45), (46), (47), (48), (49), (50), (51), (52), (53), (54), (55), (56), (57) y/o (58), 0 es un componente
inmunoldgico activo de dicho o dichos agentes patdégenos porcinos. [combo 1].

Un “componente activo inmunolégico”, tal como se usa en esta memoria, significa un componente que induce o
estimula la respuesta inmunitaria en un animal al que se le administra dicho componente. De acuerdo con una
realizacién preferida, dicha respuesta inmunitaria se dirige a dicho componente 0 a un microorganismo que
comprende dicho componente. De acuerdo con una realizacién preferida adicional, el componente activo
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inmunoldgico es un microorganismo atenuado, incluido un virus vivo modificado (VVM), un microorganismo
inactivado o por lo menos una parte activa inmunolégica de un microorganismo.

“Parte activa inmunoldgica de un microorganismo”, tal como se usa en esta memoria, significa una fraccién que
contiene una proteina, azucar y/o glicoproteina que contiene una fracciéon de un microorganismo que comprende por
lo menos un antigeno que induce o estimula la respuesta inmune en un animal al que se le administra dicho
componente. De acuerdo con una realizacién preferida, dicha respuesta inmune se dirige a dicha parte activa
inmunoldgica de un microorganismo 0 a un microorganismo que comprende dicha parte activa inmunolégica.

Preferiblemente, el componente inmunolégico activo de [combo 1] es eficaz para el tratamiento y/o la profilaxis de
infecciones provocadas por el agente patdgeno porcino (41) o es un componente inmunoldgico activo del agente
patégeno porcino (41).

De acuerdo con otro aspecto, el componente inmunolégico activo adicional de [combo 1] es eficaz para el
tratamiento y/o la profilaxis de infecciones provocadas por el agente patégeno porcino (37) o es un componente
inmunoldgico activo del agente patégeno porcino (37).

De acuerdo con otro aspecto, el componente inmunolégico activo adicional de [combo 1] es eficaz para el
tratamiento y/o la profilaxis de infecciones provocadas por el agente patdogeno porcino (1) o es un componente
inmunoldgico activo del agente patdégeno porcino (1).

De acuerdo con otro aspecto, el componente inmunolégico activo adicional de [combo 1] es eficaz para el
tratamiento y/o la profilaxis de infecciones provocadas por el agente patégeno porcino (7) o es un componente
inmunoldgico activo del agente patdégeno porcino (7).

De acuerdo con otro aspecto, el componente inmunolédgico activo adicional de [combo 1] es eficaz para el
tratamiento y/o la profilaxis de infecciones provocadas por el agente patégeno porcino (24) o es un componente
inmunoldgico activo del agente patégeno porcino (24).

De acuerdo con otro aspecto, el componente inmunolégico activo adicional de [combo 1] es eficaz para el
tratamiento y/o la profilaxis de infecciones provocadas por el agente patégeno porcino (38) o es un componente
inmunoldgico activo del agente patégeno porcino (38).

De acuerdo con otro aspecto, el componente inmunolégico activo adicional de [combo 1] es eficaz para el
tratamiento y/o la profilaxis de infecciones provocadas por el agente patégeno porcino (21) o es un componente
inmunoldgico activo del agente patégeno porcino (21).

De acuerdo con otro aspecto, el componente inmunolégico activo adicional de [combo 1] es eficaz para el
tratamiento y/o la profilaxis de infecciones provocadas por el agente patégeno porcino (40) o es un componente
inmunoldgico activo del agente patégeno porcino (40).

De acuerdo con otro aspecto, el componente inmunolégico activo adicional de [combo 1] es eficaz para el
tratamiento y/o la profilaxis de infecciones provocadas por el agente patégeno porcino (2) o es un componente
inmunoldgico activo del agente patdégeno porcino (2).

De acuerdo con otro aspecto, el componente inmunolégico activo adicional de [combo 1] es eficaz para el
tratamiento y/o la profilaxis de infecciones provocadas por el agente patégeno porcino (44) o es un componente
inmunoldgico activo del agente patégeno porcino (44).

De acuerdo con otro aspecto, el componente inmunolégico activo adicional de [combo 1] es eficaz para el
tratamiento y/o la profilaxis de infecciones provocadas por el agente patégeno porcino (50) o es un componente
inmunoldgico activo del agente patégeno porcino (50).

De acuerdo con otro aspecto, el componente inmunolégico activo adicional de [combo 1] es eficaz para el
tratamiento y/o la profilaxis de infecciones provocadas por el agente patégeno porcino (19), preferiblemente (20) y/6
(21) o es un componente inmunoldgico activo del agente patdgeno porcino (19), preferiblemente (20) y/6 (21).

De acuerdo con otro aspecto, el componente inmunolégico activo adicional de [combo 1] es eficaz para el
tratamiento y/o la profilaxis de infecciones provocadas por el agente patégeno porcino (22) o es un componente
inmunoldgico activo del agente patégeno porcino (22).

De acuerdo con otro aspecto, el componente inmunolégico activo adicional de [combo 1] es eficaz para el
tratamiento y/o la profilaxis de infecciones provocadas por los agentes patégenos porcinos (41) y (37) o es un
componente inmunoldgico activo de los agentes patdégenos porcinos (41) y (37).

De acuerdo con otro aspecto, el componente inmunolégico activo adicional de [combo 1] es eficaz para el
tratamiento y/o la profilaxis de infecciones provocadas por los agentes patdgenos porcinos (1) y (41) o es un
componente inmunoldgico activo de los agentes patdégenos porcinos (1) y (41).
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De acuerdo con otro aspecto, el componente inmunolégico activo adicional de [combo 1] es eficaz para el
tratamiento y/o la profilaxis de infecciones provocadas por los agentes patdégenos porcinos (1) y (37) o es un
componente inmunoldgico activo de los agentes patégenos porcinos (1) y (37).

De acuerdo con otro aspecto, el componente inmunolégico activo adicional de [combo 1] es eficaz para el
tratamiento y/o la profilaxis de infecciones provocadas por los agentes patégenos porcinos (1), (41) y (37) o es un
componente inmunoldgico activo de los agentes patégenos porcinos (1), (41) y (37). En una forma preferida, esta
combinacion es coadyuvante con Carbopol.

De acuerdo con otro aspecto, el componente inmunolégico activo adicional de [combo 1] es eficaz para el
tratamiento y/o la profilaxis de infecciones provocadas por los agentes patdégenos porcinos (1) y (21) o es un
componente inmunoldgico activo de los agentes patdgenos porcinos (1) y (21).

De acuerdo con otro aspecto, el componente inmunolédgico activo adicional de [combo 1] es eficaz para el
tratamiento y/o la profilaxis de infecciones provocadas por los agentes patégenos porcinos (21) y (41) o es un
componente inmunoldgico activo de los agentes patégenos porcinos (21) y (41).

De acuerdo con otro aspecto, el componente inmunolégico activo adicional de [combo 1] es eficaz para el
tratamiento y/o la profilaxis de infecciones provocadas por los agentes patégenos porcinos (21) y (37) o es un
componente inmunoldgico activo de los agentes patdgenos porcinos (21) y (37).

De acuerdo con otro aspecto, el componente inmunolégico activo adicional de [combo 1] es eficaz para el
tratamiento y/o la profilaxis de infecciones provocadas por los agentes patdégenos porcinos (21) y (38) o es un
componente inmunoldgico activo de los agentes patdgenos porcinos (21) y (38).

De acuerdo con otro aspecto, el componente inmunolégico activo adicional de [combo 1] es eficaz para el
tratamiento y/o la profilaxis de infecciones provocadas por los agentes patdgenos porcinos (7) y (19) o es un
componente inmunoldgico activo de los agentes patdégenos porcinos (7) y (19).

De acuerdo con otro aspecto, el componente inmunolégico activo adicional de [combo 1] es eficaz para el
tratamiento y/o la profilaxis de infecciones provocadas por los agentes patdégenos porcinos (38) y (33),
preferiblemente (34), (35) y/6 (36) o es un componente inmunoldgico activo de los agentes patdégenos porcinos (38)
y (33), preferiblemente (34), (35) y/6 (36).

De acuerdo con otro aspecto, el componente inmunolégico activo adicional de [combo 1] es eficaz para el
tratamiento y/o la profilaxis de infecciones provocadas por los agentes patdégenos porcinos (49), preferiblemente (50)
y (21) o es un componente inmunolégico activo de los agentes patdgenos porcinos (49), preferiblemente (50) y (21).

De acuerdo con otro aspecto, el componente inmunolégico activo adicional de [combo 1] es eficaz para el
tratamiento y/o la profilaxis de infecciones provocadas por los agentes patdgenos porcinos (49), preferiblemente
(50), (20) y (21) o es un componente inmunolégico activo de los agentes patdégenos porcinos (49), preferiblemente
(50), (20) y (21).

De acuerdo con otro aspecto, el componente inmunolégico activo adicional de [combo 1] es eficaz para el
tratamiento y/o la profilaxis de infecciones provocadas por los agentes patdgenos porcinos (49), preferiblemente
(50), (20) y (21) o es un componente inmunolégico activo de los agentes patdégenos porcinos (49), preferiblemente
(50), (20) y (21).

De acuerdo con otro aspecto, el componente inmunolégico activo adicional de [combo 1] es eficaz para el
tratamiento y/o la profilaxis de infecciones provocadas por los agentes patdgenos porcinos (49), preferiblemente
(50), (20), (38) y (21) o es un componente inmunoldgico activo de los agentes patdégenos porcinos (49),
preferiblemente (50), (20), (38) y (21).

De acuerdo con otro aspecto, el componente inmunolégico activo adicional de [combo 1] es eficaz para el
tratamiento y/o la profilaxis de infecciones provocadas por los agentes patdgenos porcinos (49), preferiblemente
(50), (20), (33) y (21) o es un componente inmunoldégico activo de los agentes patdégenos porcinos (49),
preferiblemente (50), (20), (33) y (21).

De acuerdo con otro aspecto, el componente inmunolégico activo adicional de [combo 1] es eficaz para el
tratamiento y/o la profilaxis de infecciones provocadas por los agentes patdgenos porcinos (49), preferiblemente
(50), (20), (38), (33) y (21) o es un componente inmunolégico activo de los agentes patdgenos porcinos (49),
preferiblemente (50), (20), (38), (33) y (21).

De acuerdo con otro aspecto, el componente inmunolégico activo adicional de [combo 1] es eficaz para el
tratamiento y/o la profilaxis de infecciones provocadas por los agentes patégenos porcinos (40), (41) y (19) o es un
componente inmunoldgico activo de los agentes patdégenos porcinos (40), (41) y (19).

De acuerdo con otro aspecto, el componente inmunolégico activo adicional de [combo 1] es eficaz para el
tratamiento y/o la profilaxis de infecciones provocadas por los agentes patégenos porcinos (38), (4) y (19) o es un
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componente inmunoldgico activo de los agentes patdégenos porcinos (38), (4) y (19).

De acuerdo con otro aspecto, el componente inmunolégico activo adicional de [combo 1] es eficaz para el
tratamiento y/o la profilaxis de infecciones provocadas por los agentes patdégenos porcinos (38), (4), (21) y (19) o es
un componente inmunoloégico activo de los agentes patdgenos porcinos (38), (4), (21) y (19).

De acuerdo con otro aspecto, el componente inmunolégico activo adicional de [combo 1] es eficaz para el
tratamiento y/o la profilaxis de infecciones provocadas por los agentes patdégenos porcinos (20), preferiblemente (20)
(31) y (38) 0 es un componente inmunoldgico activo de los agentes patdgenos porcinos (20), (31) y (38).

De acuerdo con otro aspecto, el componente inmunolégico activo adicional de [combo 1] es eficaz para el
tratamiento y/o la profilaxis de infecciones provocadas por los agentes patdégenos porcinos (5), preferiblemente (5) y
(24) o es un componente inmunoldgico activo de los agentes patégenos porcinos (5) y (24).

De acuerdo con otro aspecto, el componente inmunolégico activo adicional de [combo 1] es eficaz para el
tratamiento y/o la profilaxis de infecciones provocadas por los agentes patdégenos porcinos (1), preferiblemente (1) y
(5) o es un componente inmunolégico activo de los agentes patdogenos porcinos (1) y (5).

De acuerdo con otro aspecto, el componente inmunolégico activo adicional de [combo 1] es eficaz para el
tratamiento y/o la profilaxis de infecciones provocadas por los agentes patdgenos porcinos (41), preferiblemente
(40), (27), (28), (29), (31), (19) y (59) 0 es un componente inmunoldgico activo de los agentes patdgenos porcinos
(41), (40), (27), (28), (29), (31), (19) y (57).

De acuerdo con otro aspecto, el componente inmunolégico activo adicional de [combo 1] es eficaz para el
tratamiento y/o la profilaxis de infecciones provocadas por los agentes patégenos porcinos (6), preferiblemente (6),
(19) y (58) o es un componente inmunoldgico activo de los agentes patdgenos porcinos (1) y (5).

De acuerdo con otro aspécto, el componente inmunolégico activo adicional de la vacuna combinada se selecciona
del grupo que consiste en Enterisol® lleitis, Enterisol® lleitis FF, Enterisol® SC-54, Enterisol® SC-54 FF, Enterisol®
ERY-ALC, Ingelvac® APP ALC, Ingelvac® AR4, Ingelvac® HP-1, Ingelvac® HPE-1, Ingelvac® M. hyo, Ingelvac®
PRRS MLV, Ingelvac® PRRS ATP, Ingelvac® PRV-G1, Reprocyc® PRRS PLE, Reprocyc® PLE, Tetguard™,
Toxivac® AD+E, Toxivac® Plus Parsius, (todos de Boehringer Ingelheim, St. Joseph, MO, EE.UU.); Circovent,
Porcilis Coli, Porcilis ERY + PARVO, Porcilis Ery, Porcilis Glasser, Porcilis Parvo, Porcilis Porcoli DF, Porcilis APP,
Porcilis AR-T, Porcilis AR-T DF, Porcilis Porcoli, Porcilis Porcoli Diluvac forte, Porcilis PRRS, Porcilis Porcol 5,
Porcilis Aujeszky, Porcilis Begonia Diluvac, Porcilis Begonia I.D.A.L., Porcilis Begonia Unisole, Porcilis M. hyo,
Porcilis Atrinord, Myco Silencer® BPM, Myco Silencer® BPME, Myco Silencer® ME, Myco Silencer® M, Myco
Silencer® Once, Myco Silencer® MEH, Rhinogen® BPE, Rhinogen® CTE 5000, Rhinogen® CTSE, Score, Sow
Bac® E Il, Sow Bac® CE Il, Sow Bac® TREC, ProSystem® CE, ProSystem® RCE, ProSystem® TREC,
ProSystem® Pillmune, ProSystem® Rotamune® con Imugan® II, ProSystem® Rota, ProSystem® Rotamune KV,
ProSystem® TG-Emune® Rota con Imugan® Il, ProSystem® TGE/Rota, ProSystem® TG-Emune® con Imugen®,
ProSystem® TGE, MaGESTIC 7, MaGESTIC 8, MaGESTicO con Spur®, MaGESTic® 7 con Spur®, MaGESTic® 8
con Spur®, End-FLUence® con Imugen® I, End-FLUence® 2, PRRomiSE®, PRV-Begonia con Dlluvac Forte®,
Argus® SC/ST, Strep Bac, Strep Bac® con Imugen® II, Colisorb, Heptavac, Lambivac, Porcovac plus, Erysorb
Parvo, (todos de Intervet Inc., Millsboro, DE, EE.UU.); Hyoresp, Circovac, Neocolipor, Parvoruvac, Parvosuin,
Progressis, Viraflu, Akipor 6.3, Jespur gl-, Jesflu gl- (todos de Merial LTD, Duluth, GA); ER BAC® PLUS, ER BAC®,
ER BAC® PLUS/LEPTOFERM-5® ER BAC® Leptoferm-5®, Farrowsure®, Farrowsure® B, FARROWSURE® PLUS
B, FARROWSURE® PLUS, FARROWSURE® PRV, FARROWSURE B-PRV, FLUSURE™, FLUSURE™ RTU,
FLUSURE™/ER BAC® PLUS, FLUSUREDO/ER BAC PLus®, FLUSURE™/RESPISURE®,
FLUSURE™/RESPISURE® RTU, FLUSURE™/RESPISURE-ONE®ER BAC® PLUS, FLUSURED/RespiSure 1
ONE®/ER BAC Plus®, FLUSURE™/RESPISURE ONE®, FLUSUREO/RESPISURE 1 ONE®, FLUSURE/Farrowsure
Plus, FLUSURE/Farrowsure Plus B, LITTERGUARD® LT-C, LITTERGUARD® LT, PleuroGuard® 4, Pneumosuis I,
Stellamune One, Stellamune Uno, Stellamune Once, Stellamune Mono, Stellamune Mycoplasma, Respisure One,
Respisure®, Respisure 1 ONE®, Respisure 1 One®/ER Bac Plus®, Enduracell T, Zylexis (antiguamente conocido
como Baypamune), Atrobac® 3, BratiVac®, BratiVac®-B, Leptoferm-50 0 [ 1Parvo-Vac®/Leptoferm-5®, PR-Vac®-
Killed, PR-Vac®, PR-Vac PlusO /(] (todos de Pfizer Inc., New York, NY, EE.UU.); Suvaxyn MH One, Suvaxyn
RespiFend® MH, Suvaxyn Mycoplasma, Suvaxyn Aujeszky Bartha + Diluyente, Suvaxyn Aujeszky Bartha + a/a,
Suvaxyn Aujeszky-Flu, Suvaxyn Aujeszky 783 + a/a, Suvaxyn Ery, Suvaxyn Flu, Suvaxyn M.hyo, Suvaxyn MH-One,
Suvaxyn Parvo ST, Suvaxyn Parvo/E, Suvaxyn RespiFend® APP, Suvaxyn RespiFend® HPS, Suvaxyn RespiFend®
MH/HPS, Suvaxyn RespiFend® MH, Suvaxyn® AR/T/E, Suvaxyn® EC-4, Suvaxyn® E, Suvaxyn®-E, Suvaxyn® E-
oral, Suvaxyn® PLE, Suvaxyn® PLE/PrV gpl-, Suvaxyn® LE+B, Suvaxyn® PLE + B, Suvaxyn® PLE+B/PrV gpl-,
Suvaxyn® SIV, Suvaxyn® SIV/Mh-one, Suvaxyn® P, Suvaxyn® PrV gpl-, Suvaxyn® PCV-2 One Shot (todos de Fort
Dodge Animal Health, Overland Park, KS, EE.UU. (Wyeth); SCOURMUNE®, SCOURMUNE®-C,
SCOURMUNE®-CR, AR-PAC®-PD+ER, AR-PARAPAC®+ER, M+ Rhusigen®, M+PAC®, MaxiVac Excell®3,
MaxiVac® Hi1N1, MaxiVac® H3N2, MaxiVac®-FLU, MaxiVac®-M+, MaxiVac Excell®, MaxiVac Excell 3,
PARAPAC®, PNEU PAC®, PNEU PAC®-ER, PNEU PAC®+ER, PRV/Marker Gold®, PRV/Marker Gold®,
PRV/Marker Gold®-MaxiVac® FLU, Rhusigen™, Gletvax 6, Covexin 8, M + PAC, Gletvax plus, M-Parapac(1(1[1SS
PAC® (todos de Schering-Plough Animal Health Corporation, Kenilworth, NJ, EE.UU.); AMERVAC-PRRS,
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AUSKIPRA-BK, AUSKIPRA-GN, COLISUIN-CL, COLISUIN-TP, ERYSIPRAVAC, GRIPORK, HIPRASUIS-
GLASSER, MYPRAVAC SUIS, NEUMOSUIN, PARVOSUIN, PARVOSUIN-MR, PARVOSUIN-MR/AD, RINIPRAVAC-
DT, SUIPRAVAC-PRRS, SUIPRAVAC-RC, TOXIPRA PLUS (todos de Laboratorios Hipra S.A., Amer, Girona,
Espana); Clostricol, Coliporc Plus, Haeppovac, Per-C-Porc, Porciparvac, RESPIPORC ART + EP, RESPIPORC
FLU, Respiporc M. HYO 1 SHOT, Rhusiovac, Rotlauf-Lebendimpfstoff, Salmoporc, Suisaloral, AK-vac MK35 (todos
de IDT Impfstoffwerk DessaTornau, Tornau, Alemania); Mypravac Suis, (Albrecht GmbH, Alemania); Haemo
Shield® P, Parapleuro Shield® P, Parapleuro Shield® P+BE, Rhinicell® FD, Rhini Shield] TX4, Prefarrow Shield®
9, Prefarrow Strep Shield®, Clostratox® BCD, Clostratox® C, Clostratox® Ultra C 1300, Porcine Ecolizer® 3 + C,
Porcine Pili Shield O [1+C, Porcine Pili Shield O [I(1[1Porcine Ecolizer® 3, Ery SerumO [I[1Ery ShieldO [1[JEry Vac
Oral, Ery Shieldd +L5, PanSTARDO Ery, Erycell1[1[1Parvo Shield® E, Parvo Shield® L5E, Parvo Shield® L5, Parvo
Shield®, Para Shield®, PneumoSTAR SIV, PneumoSTARO Myco, Lepto ShieldO 5, Myco ShieldO (1(1Salmo
Shield® 2, Salmo Shield® Live, Amitox TetO [1[1C. Perfingens Type A Toxoid (todos de Novartis Animal Health,
Basel, Suiza); Nitro-Sal (Akro); o cualquier antigeno que esté incluido en las composiciones antes descritas.
Alternativamente, cuando el antigeno PCV2 ya esté presente en cualquiera de esas vacunas, (i) antigeno PCV2,
segun se describe en esta memoria, se afiade a cualquiera de esas composiciones/antigenos, o (ii) el antigeno
PCV2 presente en cualquiera de esas vacunas es reemplazado por el antigeno PCV2, segun se describe en esta
memoria.

Formulaciones

Un aspecto importante de la presente descripcién es la preparacion de la vacuna o vacunas de combinacién. La
persona experta conoce componentes adicionales que pueden estar contenidos en dicha composicion (véase
también Remington's Pharmaceutical Sciences. (1990). 182 ed. Mack Publ., Easton). El experto puede utilizar
soluciones estériles inyectables, fisioldégicamente aceptables conocidas. Para preparar una solucién lista para el uso
para inyeccién parenteral o infusion, estan facilmente disponibles soluciones isotonicas acuosas, tales como, p. €j.,
solucion salina o correspondientes soluciones de proteinas en el plasma. Las composiciones farmacéuticas pueden
estar presentes en forma de liofilizados o preparaciones secas, las cuales se pueden reconstituir con una solucion
inyectable conocida, directamente antes del uso bajo condiciones estériles, p. €j. en forma de un kit de partes.

Ademas, las composiciones inmunogénicas y de vacuna de la presente invencién pueden incluir uno o mas soportes
aceptables desde el punto de vista veterinario. Tal como se usa en esta memoria,"un soporte aceptable desde el
punto de vista veterinario" incluye todos y cada uno de disolventes, medios dispersantes, recubrimientos,
coadyuvantes, agentes estabilizantes, diluyentes, conservantes, agentes antibacterianos y antifingicos, agentes
isotonicos, agentes que demoran la adsorcion y similares.

Los diluyentes pueden incluir agua, solucion salina, dextrosa, etanol, glicerol y similares. Los agentes isotonicos
pueden incluir cloruro de sodio, dextrosa, manitol, sorbitol y lactosa, entre otros. Los estabilizantes incluyen albimina
y sales alcalinas de &cido etilendiaminotetraacético, entre otros.

Adyuvantes preferidos son los descritos anteriormente. Las composiciones inmunogénicas pueden ademas incluir
uno o mas de otros agentes inmunomoduladores tales como p. e€j., interleucinas, interferones u otras citocinas. Las
composiciones inmunogénicas pueden también incluir Gentamicina y Mertiolato. Si bien las cantidades y
concentraciones de los coadyuvantes y aditivos Utiles en el contexto de la presente invencidn pueden determinarse
facilmente por el experto en la técnica, la presente invencion contempla composiciones que comprenden de
aproximadamente 50 pg a aproximadamente 2000 yg de coadyuvante y de preferencia aproximadamente 250 pg/ml
de dosis de la composicién de vacuna. En otra realizacion preferida, la presente invencion contempla composiciones
de vacuna que comprenden de aproximadamente 1 ug/ml a aproximadamente 60 pg/ml de antibidticos, y mas
preferiblemente menos de aproximadamente 30 pg/ml de antibiéticos.

Segun una realizacién adicional, la vacuna combinada definida en las reivindicaciones primero se deshidrata. Si la
composicién se liofiliza o deshidrata primero por otros métodos, entonces, antes de la vacunacion, dicha
composicion se rehidrata en soluciones acuosas (p. €j. solucién salina, STP (solucién salina tamponada con fosfato))
0 no acuosas (p. ej. emulsion en aceite (aceite mineral, o basado en aceite aceite vegetal/metabolizable/basado en
emulsion sencilla o doble), basado en aluminio, coadyuvante basado en carbémero).

Dosificacién y administracion

De acuerdo con la presente invencion, una cantidad eficaz de una vacuna combinada, administrada a cerdos,
proporciona una inmunidad eficaz contra infecciones microbiolégicas provocadas por PCV2 y al menos un agente
patégeno adicional segun se lista arriba. Combinaciones preferidas de antigenos para el tratamiento y la profilaxis de
enfermedades bioldgicas en cerdos se listan arriba.

De acuerdo con una realizacién adicional, la vacuna combinada es administrada a cerdos en una o dos dosis con un
intervalo de aproximadamente 2 a 4 semanas. Por ejemplo, la primera administracion se realiza cuando el animal
tiene aproximadamente 2 a 3 semanas hasta aproximadamente 8 semanas de edad. La segunda administracién se
realiza aproximadamente 1 a aproximadamente 4 semanas de la primera administracion de la primera vacunacion.
De acuerdo con una realizacion adicional, la revacunacioén se realiza en un intervalo de 3 a 12 meses después de la
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administracion de la segunda dosis. La administracién de las dosis subsiguientes de la vacuna preferiblemente se
realiza segun una base semestral o anual. En otra realizacion preferida, deberia volverse a vacunar animales
vacunados de la edad de aproximadamente 2 a 3 semanas. La administracién de las dosis subsiguientes de la
vacuna preferiblemente se realiza segun una base anual.

La cantidad de la vacuna combinada que es eficaz depende de los ingredientes de la vacuna y del catalogo de
administracion. Tipicamente, cuando se utilice una preparacién con un virus inactivado o un virus vivo modificado en
la vacuna combinada, se utilizard una cantidad de la vacuna que contenga aproximadamente 102 a
aproximadamente 10° DICTso por dosis, de preferencia aproximadamente 10° a aproximadamente 108 DICTso por
dosis, mas preferiblemente, aproximadamente 10* a aproximadamente 108 DICTso por dosis. En general, el antigeno
inactivado normalmente se utiliza en cantidades mayores que el virus modificado vivo. Tipicamente, cuando se
utiliza el antigeno bacteriano en la vacuna combinada, conteniendo la vacuna una cantidad de aproximadamente 103
a aproximadamente 10° unidades formadoras de colonias (UFC) por dosis, preferiblemente, aproximadamente 10* a
aproximadamente 108 (UFC) por dosis, mas preferiblemente aproximadamente 10° a aproximadamente 10° (UFC)
por dosis. Vacunas sub-unidad son administradas normalmente con un nivel de inclusién de antigenos de al menos
0,2 pug de antigeno por dosis, preferiblemente con aproximadamente 0,2 hasta aproximadamente 400 pg/dosis,
todavia mas preferiblemente con aproximadamente 0,3 hasta aproximadamente 200 pg/dosis, incluso mas
preferiblemente con aproximadamente 0,35 hasta aproximadamente 100 pg/dosis, aun méas preferiblemente con
aproximadamente 0,4 hasta aproximadamente 50 pg/dosis, aun mas preferiblemente con aproximadamente 0,45
hasta aproximadamente 30 pg/dosis, aun mas preferiblemente con aproximadamente 0,6 hasta aproximadamente
15 pg/dosis, incluso mas preferiblemente con aproximadamente 0,75 hasta aproximadamente 8 ug/dosis, incluso
mas preferiblemente con aproximadamente 1,0 hasta aproximadamente 6 pg/dosis, y ain mas preferiblemente con
aproximadamente 1,3 hasta aproximadamente 3,0 pg/dosis. Por ejemplo, el nivel de inclusién de antigenos del
antigeno ORF2 de PCV, preferiblemente de la proteina ORF2 de PCV2, segln se proporciona con la presente,
contiene aproximadamente 2 pg hasta aproximadamente 150 pg, de preferencia aproximadamente 2 pug hasta
aproximadamente 60 pg, incluso con més preferencia aproximadamente 2 ug hasta aproximadamente 50 pg, incluso
con mas preferencia aproximadamente 2 ug hasta aproximadamente 40 pg, incluso con mas preferencia
aproximadamente 2 pg hasta aproximadamente 30 pg, incluso con mas preferencia aproximadamente 2 pg hasta
aproximadamente 25 ug, incluso con mas preferencia aproximadamente 2 ug hasta aproximadamente 20 ug, incluso
con mas preferencia aproximadamente 4 pg hasta aproximadamente 20 ug, e incluso con mas preferencia
aproximadamente 4 ug hasta aproximadamente 16 pg. En el caso de vacunas de combinacién que incluyen (37), se
prefiere utilizar al menos 1 a 10 logs, mas preferiblemente 5-10 logs y, lo mas preferiblemente, 6-8 logs. En el caso
de vacunas de combinacion que incluyen (41), se prefiere utilizar al menos 1 a 10 logs, mas preferiblemente 3-10
logs y, lo méas preferiblemente, 5-6 logs.

La composicién de acuerdo con la invencion se puede aplicar por via intradérmica, intratraqueal o intravaginal.
Preferiblemente, la composicién se puede aplicar por via intramuscular o intranasal. En un cuerpo animal, se puede
manifestar ventajoso aplicar las composiciones farmacéuticas, segin se describe antes, a tejidos diana a través de
una inyeccion intravenosa o por inyeccion directa. Para la aplicacion sistémica, se prefieren las vias intravenosa,
intravascular, intramuscular, intranasal, intraarterial, intraperitoneal, oral o intratecal. Se puede efectuar una
aplicacion mas local por via subcutanea, intradermal, intracutanea, intracardial, intralobal, intramedular,
intrapulmonar, o directamente en o cerca del tejido a tratar (tejido conjuntivo, 6seo, muscular, nervioso, epitelial).
Dependiendo de la duracién y eficacia de tratamiento deseados, las composiciones de acuerdo con la descripcion se
pueden administrar una o varias veces, también de forma intermitente, por ejemplo sobre una base diaria durante
varios dias, semanas o meses y en diferentes dosificaciones.

Métodos para tratamiento

Incluso otra realizacion importante de la descripcién consiste en un método para la profilaxis o el tratamiento de
enfermedades provocadas por PCV2, y uno o mas microorganismos patégenos de cerdos, en donde el antigeno de
PCV2, preferiblemente una proteina ORF2 de PCV2, segln se proporciona con la presente, y componentes activos
inmunoldgicos adicionales, eficaces para el tratamiento y/o la profilaxis de la infeccion provocada por dicho otro
microorganismo patégeno de cerdos se administran a un animal que lo necesita en una dosis adecuada. De acuerdo
con un aspecto adicional, dicha proteina ORF2 de PCV2 es parte de una composicion antigénica, segun se describe
arriba. Asi, todavia otro aspecto de la presente invencion se refiere a una vacuna combinada que comprende una
cualquiera de las composiciones proporcionadas con la presente y que comprende proteina ORF2 de PCV2, y otro
componente inmunoldgico activo eficaz para el tratamiento y/o la profilaxis de una infeccién provocada por dicho otro
microorganismo patogénico de cerdos.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 es un diagrama de flujo esquematico de una construccién preferida de baculovirus recombinante de
ORF2 de PCV2;y

Las Figs. 2a y 2b son, cada una, un diagrama de flujo esquematico de como producir una composicion de acuerdo
con la presente invencion.
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Descripcion detallada de las realizaciones preferidas

Los siguientes ejemplos recogen materiales preferidos y procedimientos de acuerdo con la presente invencién. Ha
de entenderse, sin embargo, que estos ejemplos se proporcionan a modo de ilustracién solamente, y nada en ellos
debe considerarse una limitacién tras el alcance global de la invencién.

Ejemplo 1

Este ejemplo compara los rendimientos relativos de ORF2 utilizando métodos de la presente invencién con métodos
que son conocidos en la técnica anterior. Cuatro matraces de centrifugaciéon de 1000 mL se sembraron cada uno
con aproximadamente 1,0 x 10° células Sf+/ml en 300 mL de medios exentos de suero de insectos, Excell 420 (JRH
Biosciences, Inc., Lenexa, KS). El cultivo celular patrdn se identifica como SF+ (Spodoptera frugiperda) Master Cell
Stock, pase 19, Lote n® N112-095W. Las células utilizadas para generar el SF+ Master Cell Stock se obtuvieron de
Protein Sciences Corporation, Inc., Meriden, CT. La linea de células SF+ para este ejemplo fue confinada entre los
pases 19 y 59. Otros pases funcionaran para los fines de la presente invencién, pero con el fin de aumentar la
escala del procedimiento para una produccion a gran escala, seran necesarios, probablemente, al menos 19 pases,
y pases mas alla de 59 pueden tener un efecto sobre la expresion, aunque esto no se investigd. Con mayor detalle,
los cultivos iniciales de células SF+ procedentes de almacenamiento en nitrdgeno liquido se hicieron crecer en
medio Excell 420 en suspension en matraces de centrifugacion estériles con constante agitacion. Los cultivos se
hicieron crecer en matraces de centrifugacion de 100 mL a 250 mL con 25 a 150 mL de medio exento de suero
Excell 420. Cuando las células se habian multiplicado hasta una densidad de células de 1,0 - 8,0 x 108 células/mL,
éstas se dividieron en nuevos recipientes con una densidad de siembra de 0,5 - 1,5 x 108 células/mL. Los cultivos
por expansién subsiguientes se hicieron crecer en matraces de centrifugacion de hasta 36 litros de capacidad o en
biorreactores de acero inoxidable de hasta 300 litros durante un periodo de 2-7 dias a 25 - 29°C.

Después de la siembra los matraces se incubaron a 27°C durante cuatro horas. Subsiguientemente, cada uno de los
matraces se sembr6 con un baculovirus recombinante que contenia el gen ORF2 de PCV2 (SEQ ID NO: 4). El
baculovirus recombinante que contenia el gen ORF2 de PCV2 se gener6 como sigue: el gen ORF2 de PCV2
procedente de una cepa de Norte América de PCV2 se amplific6 por PCR para que contuviera una secuencia 5'
Kozak (SEQ ID NO: 1) y un sitio 3' EcoR1 (SEQ ID NO: 2), clonado en el vector pGEM-T-Easy (Promega, Madison,
WI). Luego se escindi6é subsiguientemente y se subclond en el vector de transferencia pVL1392 (BD Biosciences
Pharmingen, San Diego, CA). La porcién subclonada se representa en esta memoria como SEQ ID NO: 7. El
plasmido pVL1392 que contenia el gen ORF2 de PCV2 se designé N47-064Y y luego se co-transfecté con ADN de
baculovirus BaculoGold® (BD Biosciences Pharmingen) en células de insecto Sf+ (Protein Sciences, Meriden, CT)
para generar el baculovirus recombinante que contenia el gen ORF2 de PCV2. La nueva construccion se
proporciona en esta memoria como SEQ ID NO: 8. El baculovirus recombinante que contenia el gen ORF2 de PCV2
se purificd en placa y el virus de la Cepa Madre (Master Seed Virus - MSV) se propag6 en la linea de células SF+,
se tomaron partes alicuotas y se almacen6 a -70°C. El MSV se identificé positivamente como baculovirus ORF2 de
PCV2 mediante PCR-RFLP utilizando cebadores especificos de baculovirus. Las células de insectos se infectaron
con baculovirus ORF2 de PCV2 para generar MSV o virus de la Cepa de Trabajo (Working Seed Virus) expresan
antigeno ORF2 de PCV2, segun se detecta por suero policlonal o anticuerpos monoclonales en un ensayo de
anticuerpos fluorescentes indirecto. Adicionalmente, la identidad del baculovirus ORF2 de PCV2 fue confirmada por
la secuenciacion de aminoacidos N-terminal. El baculovirus ORF2 de PCV2 MSV también se sometié a ensayo en
cuanto a la pureza de acuerdo con 9 C.F.R. 113.27 (c), 113.28 y 113.55. Cada baculovirus recombinante sembrado
en los matraces de centrifugacion tenia multiplicidades de infeccién (MOIs) variables. El matraz 1 fue sembrado con
7,52 mL de siembra 0,088 MOI; el matraz 2 fue sembrado con 3,01 mL de siembra 0,36 MOI; el matraz 3 fue
sembrado con 1,5 mL de siembra 0,18 MOI; y el matraz 4 fue sembrado con 0,75 mL de siembra 0,09 MOI. Un
diagrama de flujo esquematico que ilustra las etapas basicas utilizadas para construir un baculovirus recombinante
ORF2 de PCV2 se proporciona en esta memoria como Figura 1.

Después de ser sembrados con el baculovirus, los matraces se incubaron luego a 27 + 2°C durante 7 dias y se
agitaron también a 100 rpm durante ese tiempo. Los matraces utilizaban tapones ventilados para permitir el flujo de
aire. De cada uno de los matraces se tomaron muestras cada 24 horas durante los siguientes 7 dias. Después de la
extraccion, cada una de las muestras se centrifugé y tanto el sedimento como el sobrenadante se separaron y luego
se microfiltraron a través de una membrana con un tamafo de poros de 0,45-1,0 um.

Las muestras resultantes tenian la cantidad de ORF2 presente en ellas, cuantificada a través de un ensayo ELISA.
El ensayo ELISA se efectud con anticuerpo de captura Pab IgG Prot. G anti-PCV2 porcino purificado (diluido a razén
de 1:250 en PBS), diluido a razéon de 1:6000 en tampo6n carbonato 0,05 M (pH 9,6). 100 pL del anticuerpo se
dispusieron luego en los pocillos de la placa de microtitulacién, se sellaron e incubaron durante una noche a 37°C.
La placa se lavo después tres veces con una solucion de lavado que comprendia 0,5 mL de Tween 20 (Sigma, St.
Louis, MO), 100 mL de 10X D-PBS (Gibco Invitrogen, Carlsbad, CA) y 899,5 mL de agua destilada.
Subsiguientemente, se afadieron a cada uno de los pocillos 250 pL de una solucién de bloqueo (5 g de leche en
polvo no grasa Carnation (Nestle, Glendale, CA) en 10 mL de D-PBS QS hasta 100 mL con agua destilada). La
etapa siguiente era lavar la placa de ensayo y luego anadir antigeno pre-diluido. El antigeno pre-diluido se produjo
anadiendo 200 pL de solucién diluyente (0,5 mL de Tween 20 en 999,5 mL de D-PBS) a cada uno de los pocillos en
una placa de dilucién. La muestra se diluy6 luego a una relacién de 1:240 y a una relacion de 1:480, y 100 pL de
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cada una de estas muestra diluidas se afiadieron después a uno de los pocillos superiores en la placa de dilucién
(es decir, un pocillo superior recibié 100 pL de la diluciéon de 1:240 y el otro recibié 100 pL de la dilucion de 1:480).
Después se hicieron diluciones en serie para el resto de la placa separando 100 uL de cada uno de los pocillos
sucesivos y transfiriéndolos al pocillo siguiente de la placa. Cada pocillo se mezcl6é antes de realizar la siguiente
transferencia. El lavado de la placa de ensayo incluia el lavado de la placa durante tres veces con el tampoén de
lavado. La placa se sellé después y se incub6 durante una hora a 37°C antes de lavarla tres veces mas con el
tampon de lavado. El anticuerpo de deteccion utilizado era anticuerpo monoclonal contra ORF2 de PCV. Se diluyé6 a
razén de 1:300 en solucion diluyente y después se afiadieron a los pocillos 100 pL del anticuerpo de deteccion
diluido. La placa se sell6 después y se incubd durante una hora a 37°C antes de lavarla tres veces con el tampén de
lavado. Luego se preparé diluyente conjugado anadiendo suero normal de conejo (Jackson Immunoresearch, West
Grove, PA) a la solucion diluyente hasta una concentracién del 1%. Anticuerpo conjugado anti-ratén de cabra (H-+l)-
HRP (Jackson Immunoresearch) se diluyé en el diluyente de conjugado hasta 1:10.000. 100 pL del anticuerpo
conjugado diluido se afiadieron entonces a cada uno de los pocillos. La placa se sell6 después y se incub6 durante
45 minutos a 37°C antes de lavarla tres veces con el tampén de lavado. 100 pyL de sustrato (Sustrato TMB
Peroxidasa, Kirkgaard and Perry Laboratories (KPL), Gaithersberg, MD), mezclados con un volumen igual de
Sustrato Peroxidasa B (KPL) se afadieron a cada uno de los pocillos. La placa se incub6 a temperatura ambiente
durante 15 minutos. 100 pL de solucién de HCI 1 N se afadieron luego a todos los pocillos para detener la reaccion.
La placa se hizo pasar luego a través de un lector ELISA. Los resultados de este ensayo se proporcionan en la
Tabla 1 que figura a continuacion:

Tabla 1
Dia | Matraz | ORF2 en el sedimento (ug) | ORF2 en el sobrenadante (ug)
3 1 47,53 12
3 2 57,46 22
3 3 53,44 14
3 4 58,64 12
4 1 43,01 44
4 2 65,61 62
4 3 70,56 32
4 4 64,97 24
5 1 31,74 100
5 2 34,93 142
5 3 47,84 90
5 4 55,14 86
6 1 14,7 158
6 2 18,13 182
6 3 34,78 140
6 4 36,88 146
7 1 6,54 176
7 2 12,09 190
7 3 15,84 158
7 4 15,19 152

Estos resultados indican que cuando se prolonga el tiempo de incubacion, la expresién de ORF2 en el sobrenadante
de las células centrifugadas y los medios es mayor que la expresion en el sedimento de las células centrifugadas y
los medios. Por consiguiente, al permitir que la expresién de ORF2 prosiga durante al menos 5 dias y que se
recupere en el sobrenadante mas que permitir que la expresion prosiga durante menos de 5 dias y recuperar ORF2
de las células, proporciona un gran aumento en los rendimientos de ORF2 y una mejora significativa frente a los
métodos anteriores.

Ejemplo 2

Este ejemplo proporciona datos en cuanto a la eficacia de la invencion definida en las reivindicaciones. Un matraz de
centrifugacion de 1000 mL se sembré con aproximadamente 1,0x108 células Sf+/ml en 300 mL de medio Excell 420.
El matraz se incubd luego a 27°C y se agité a 100 rpm. Subsiguientemente, el matraz se sembré con 10 mL de
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siembra de virus ORF2 de PCV2/Bac p+6 (el baculovirus recombinante que contiene el gen ORF2 de ORF2 DE
PCV2 pasd 6 veces adicionales en las células de insectos Sf9) con 0,1 MOI después de 24 horas de incubacion.

El matraz se incub6 después a 27°C durante un total de 6 dias. Después de la incubacién, el matraz se centrifugd
después y se recogieron e inactivaron tres muestras del sobrenadante resultante. El sobrenadante se inactivd
haciendo que su temperatura alcanzara 37 + 2°C. A la primera muestra, una solucién 0,4 M de hidrobromuro de 2-
bromoetilenamina que habia sido ciclada a etilenimina binaria (EBI) 0,2 M en NaOH 0,3 N se afiade al sobrenadante
para dar una concentracién final de BElI de 5 mM. A la segunda muestra, 10 mM de BEI se anadieron al
sobrenadante. A la tercera muestra no se afadi6 BEI al sobrenadante. Las muestras se agitaron luego
continuamente durante 48 h. Se afadié una solucién de tiosulfato de sodio 1,0 M para dar una concentracién minima
final de 5 mM para neutralizar toda BEI residual. La cantidad de ORF2 en cada muestra se cuantific6 después
utilizando el mismo proceso de ensayo ELISA que el descrito en el Ejemplo 1. Los resultados de este ensayo se
pueden ver en la Tabla 2 que figura a continuacion:

Tabla 2
Muestra | ORF2 en el sobrenadante (ug)
1 78,71
2 68,75
3 83,33

Este ejemplo demuestra que la neutralizacién con BEI no separa ni degrada cantidades importantes del producto
proteina ORF2 de PCV2 recombinante. Esto se evidencia por el hecho de que no hay una gran pérdida de ORF2 en
el sobrenadante procedente de la BEI o temperaturas elevadas. Los expertos en la técnica reconoceran que el
ORF2 recuperado es un producto proteinico estable.

Ejemplo 3

Este ejemplo demuestra que la presente invencion puede ser realizada a escala desde una produccién a pequena
escala de ORF2 de PCV2 recombinante a una produccion a gran escala de ORF2 de PCV2 recombinante. 5,0 x 10°
células/ml de células SF+ /ml en 7000 mL de medio ExCell 420 se sembraron en un Biorreactor Applikon de 20000
mL. Los medios y las células se incubaron luego a 27°C y se agitaron a 100 RPM durante las siguientes 68 horas. A
la 68" hora, 41,3 mL de Baculovirus MSV+3 ORF2 de PCV2 se afadieron a 7000 mL de medio ExCell 420. La
mezcla resultante se afiadio luego al biorreactor. Durante los siguientes siete dias, la mezcla se incub6 a 27°C y se
agité a 100 RPM. Muestras procedentes del biorreactor se extrajeron cada 24 horas, comenzando el dia 4, post-
infeccion, y cada muestra se centrifugd. Los sobrenadantes de las muestras se conservaron y la cantidad de ORF2
se cuantificd luego utilizando una densitometria por SDS-PAGE. Los resultados de esto se pueden ver en la Tabla 3
que figura a continuacion:

Tabla 3
Dia después de la infeccion: | ORF2 en el sobrenadante (ug/mL)
4 29,33
5 41,33
6 31,33
7 60,67

Ejemplo 4

Este ejemplo somete a ensayo la eficacia de siete vacunas candidatas de PCV2 y define, ademas, parametros de
eficacia después de la exposicién a una cepa virulenta de PCV2. Ciento ocho (108) cochinillos desprovistos de
calostro derivado de la cesarea (CDCD - siglas en inglés), de 9-14 dias de edad, se dividieron al azar en 9 grupos de
igual tamano. La Tabla 4 recoge el Disefio de Estudio General para este Ejemplo.
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Tabla 4. Diseio de Estudio General

Grupo Ne¢ de Tratamiento Dia de KLH/ICFA el Enfrentados Necropsia el
Cerdos Tratamiento Dia 21 yel con PCV2 Dia 49
Dia 27 Virulento el
Dia 24

1 12 Vacuna de PCV2 n21 - 0 + + +
(vVORF2 16 ug)

2 12 Vacuna de PCV2 n? 2 - 0 + + +
(VORF2 8 ug)

3 12 Vacuna de PCV2 n? 3 - 0 + + +
(VORF2 4 pg)

4 12 Vacuna de PCV2 n24 - 0 + + +
(rORF2 16 ug)

5 12 Vacuna de PCV2 n?5 - 0 + + +
(rORF2 8 pug)

6 12 Vacuna de PCV2 n26 - 0 + + +
(rORF2 4 pg)

7 12 Vacuna de PCV2 N2 7 - 0 + + +

(virus muertos de células
completas)
8 12 Ninguno - Controles de N/A + + +
exposicién
9 12 Ninguno - Grupo Control N/A + - +
Negativo Estricto

vORF2 = ORF2 viral aislado; rORF2 = ORF2 expresado en baculovirus recombinante; virus muertos de células
completas = virus PCV2 desarrollado en un cultivo celular adecuado

Siete de los grupos (Grupos 1 - 7) recibieron dosis de polipéptido ORF2 de PCV2, uno de los grupos actué como
control de exposicién y no recibi6 ORF2 de PCV2 y otro grupo actué como el grupo control negativo estricto y
tampoco recibi6 ORF2 de PCV2. El Dia 0, los Grupos 1 a 7 fueron tratados con vacunas asignadas. A los cochinillos
del Grupo 7 se les dio un tratamiento de refuerzo el Dia 14. Los cochinillos fueron observados en cuanto a sucesos
adversos y las reacciones del sitio de inyeccion después de la vacunacién, y el Dia 19, los cochinillos se trasladaron
al segundo sitio de estudio. En el segundo sitio de estudio, los Grupos 1-8 fueron alojados en grupo en un edificio,
mientras que el Grupo 9 fue alojado en un edificio separado. Todos los cerdos recibieron hemocianina de lapa
bocallave (KLH)/adyuvante incompleto de Freund (ICFA - siglas en inglés) los Dias 21 y 27 y el Dia 24, a los Grupos
1-8 se les enfrentd con un PCV2 virulento.

Antes y después de la exposicion se tomaron muestras de sangre para la serologia del PCV2. Después de la
exposicion se recogieron datos del peso corporal para la determinacion de la ganancia de peso media diaria (ADWG
- siglas en inglés),y los sintomas clinicos, asi como muestras de torunda nasal para determinar la secrecion nasal de
PCV2. El Dia 49, se practicd necropsia a todos los cerdos supervivientes, se anotaron los pulmones en cuanto a
lesiones, y los tejidos seleccionados se conservaron en formalina para el ensayo de Inmunohistoquimica (IHC -
siglas en inglés) para una fecha posterior.

Materiales y Métodos

Este era un estudio de viabilidad de vacunacién-exposicion parcialmente ciego realizado en cerdos CDCD, de 9 a 14
dias de edad el Dia 0. Para ser incluidos en el estudio, los titulos IFA de PCV2 de cerdas eran = 1:1000.
Adicionalmente, el estado serolégico de cerdas procedia de una piara PRRS-negativa conocida. Se sometié a
ensayo a ventiocho (28) cerdas en cuanto al estado seroldgico de PCV2. Catorce (14) cerdas tenian un titulo de
PCV2 de = 1000 y fueron transferidas al primer sitio de estudio. Ciento diez (110) cochinillos fueron proporcionados
mediante cirugia por seccidn cesarea y estaban disponibles para este estudio el Dia -4. El Dia -3 se pesaron 108
cerdos CDCD en el primer sitio de estudio, se identificaron con etiquetas de oreja, se bloquearon por el peso y se
asignaron al azar a 1 de 9 grupos, segun se recoge antes en la tabla 4. Si cualquier animal de ensayo que cumplia
los criterios de inclusion fue enrolado en el estudio y posteriormente fue excluido por cualquier motivo, el
Investigador y Monitor consult6 con el fin de determinar el uso de datos recogidos del animal en el andlisis final. Se
documenté la fecha en donde se excluy6 a los cerdos enrolados y el motivo de la exclusion. Inicialmente no se
excluy6 a ninguna cerda. Un total de 108 de 110 cerdos disponibles fue asignado a uno de 9 grupos el Dia -3. Los
dos cerdos mas pequefos (n° 17 y 19) no fueron asignados a un grupo y estaban disponibles como extras, en caso
necesario. Durante el transcurso del estudio, se retir6 a varios animales. Cada uno de Cerdo n? 82 (Grupo 9) el Dia -
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1, Cerdo n® 56 (Grupo 6) el Dia 3, Cerdo n® 53 (Grupo 9) el Dia 4, Cerdo n® 28 (Grupo 8) el Dia 8, Cerdo n° 69
(Grupo 8) el Dia 7 y Cerdo n® 93 (Grupo 4) el Dia 9, fue encontrado muerto antes de la exposicion. Estos seis cerdos
no fueron incluidos en los resultados del estudio final. El cerdo n® 17 (uno de los cerdos extra) fue asignado al Grupo
9. El restante cerdo n? 19 extra fue excluido del estudio.

Las formulaciones dadas a cada uno de los grupos eran como sigue: el Grupo 1 fue disefiado para administrar 1 ml
de ORF2 viral (vVORF2) que contenia 16 pg de ORF2/ml. Esto se hizo mezclando 10,24 ml de ORF2 viral (256 pg/25
pg/ml = 10,24 ml de vORF2) con 3,2 ml de Carbopol al 0,5% y 2,56 ml de solucion salina tamponada con fosfato a
un pH de 7,4. Esto produjo 16 ml de formulacién para el grupo 1. El Grupo 2 fue disefiado para administrar 1 ml de
vORF2 que contenia 8 ug de vORF2/ml. Esto se hizo mezclando 5,12 ml de vORF2 (128 pg/25 pg/ml = 5,12 ml de
vORF2) con 3,2 ml de Carbopol al 0,5% y 7,68 ml de solucién salina tamponada con fosfato a un pH de 7,4. Esto
produjo 16 ml de formulacién para el grupo 2. El Grupo 3 fue disefiado para administrar 1 ml de vVORF2 que contenia
4 pug de vVORF2/ml. Esto se hizo mezclando 2,56 ml de vVORF2 (64 pg/25 ug/ml = 2,56 ml de vVORF2) con 3,2 ml de
Carbopol al 0,5% y 10,24 ml de solucion salina tamponada con fosfato a un pH de 7,4. Esto produjo 16 ml de
formulacion para el grupo 3. El Grupo 4 fue disefado para administrar 1 ml de ORF2 recombinante (rORF2) que
contenia 16 pug de rORF2/ml. Esto se hizo mezclando 2,23 ml de rORF2 (512 pg/230 pg/ml = 2,23 ml de rORF2) con
6,4 ml de Carbopol al 0,5% y 23,37 ml de solucién salina tamponada con fosfato a un pH de 7,4. Esto produjo 32 ml
de formulacién para el grupo 4. El Grupo 5 fue disefiado para administrar 1 ml de rORF2 que contenia 8 ug de
rORF2/ml. Esto se hizo mezclando 1,11 ml de rORF2 (256 pg/230 pg/ml = 1,11 ml de rORF2) con 6,4 ml de
Carbopol al 0,5% y 24,49 ml de solucion salina tamponada con fosfato a un pH de 7,4. Esto produjo 32 ml de
formulacion para el grupo 5. El Grupo 6 fue disefiado para administrar 1 ml de rORF2 que contenia 8 pg de
rORF2/ml. Esto se hizo mezclando 0,56 ml de rORF2 (128 ug/230 pg/ml = 0,56 ml de rORF2) con 6,4 ml de
Carbopol al 0,5% y 25,04 ml de solucion salina tamponada con fosfato a un pH de 7,4. Esto produjo 32 ml de
formulacion para el grupo 6. El Grupo 7 fue disefiado para administrar 2 ml de vacuna de células enteras muertas
contra PCV2 (PCV2 KV - siglas en inglés) que contenian la MAX PCV2 KV. Esto se hizo mezclando 56 ml de PCV2
KV con 14 ml de Carbopol al 0,5%. Esto produjo 70 ml de formulacién para el grupo 7. Finalmente, el grupo 8 fue
disefado para administrar KLH a razén de 0,5 pg/ml 6 1,0 pg/ml por cada 2 ml de dosis. Esto se hizo mezclando
40,71 ml de KLH (7,0 pg de proteina/ml a 0,5 pg/ml = 570 ml (7,0 pg/ml)(x) = (0,5)(570 ml)), 244,29 ml de solucidn
salina tamponada con fosfato a un pH de 7.4, y 285 ml de coadyuvante de Freund. La Tabla 5 describe los intervalos
de tiempo para las actividades clave de este Ejemplo.

Tabla 5. Actividades de Estudio

Dia de Estudio Actividad de Estudio
-4,0a49 Observaciones generales para la salud global y sintomas clinicos
-3 Pesado; distribuidos al azar en grupos; muestras de sangre tomadas de todos los cerdos
0 Examen de salud; administrados IVP N% 1-7 a los Grupos 1-7, respectivamente
0-7 Cerdos observados en cuanto a reacciones en los sitios de inyeccion
14 Grupo 7 reforzado con Vacuna n? 7 contra PCV2; muestras de sangre de todos los
cerdos

14-21 Grupo 7 observado en cuanto a reacciones en los sitios de inyeccion

16-19 Tratados todos los cerdos con antibiéticos (falta de datos)
19 Cerdos transportados desde el primer sitio de ensayo a un segundo sitio de ensayo
21 Grupos 1-9 tratados con KLH/ICFA
o4 Muestras de sangre y de torunda nasal recogidas procedentes de todos los cerdos;

pesados todos los cerdos; Grupos 1-8 expuestos al material de exposicién de PCV2

25,27, 29, 31, 33,35

37,39, 41, 43, 45, 47’ Muestras de torunda nasal recogidas procedentes de todos los cerdos

27 Grupos 1-9 tratados con KLH/ICFA

31 Muestras de sangre tomadas de todos los cerdos

Muestras de sangre y de torunda nasal recogidas procedentes de todos los cerdos;
pesados todos los cerdos; necropsia de todos los cerdos; lesiones macroscopicas

49 sefaladas con énfasis localizadas en ictericia y Ulceras gastricas; pulmones evaluados
en cuanto a lesiones; guardadas muestras de tejido recientes y fijadas con formalina;
completada la fase viva del estudio

Después de completarse la fase en vivo del estudio, tejidos fijados con formalina fueron examinados por
inmunohistoquimica (IHC) para la deteccion de antigeno de PCV2 por parte de un patélogo, las muestras de sangre
se evaluaron en cuanto a la serologia de PCV2, las muestras de torunda nasal fueron evaluadas en cuanto a la
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secrecion de PCV2, y la ganancia de peso media diaria (ADWG) fue determinada desde el Dia 24 al Dia 49.

Los animales fueron alojados en el primer sitio de estudio en jaulas individuales en cinco recintos desde el
nacimiento hasta aproximadamente 11 dias de edad (aproximadamente el Dia 0 del estudio). Cada recinto era
idéntico en su distribucion y consistia en jaulas de acero inoxidable individuales apiladas, siendo suministrado aire
calentado vy filtrado por separado a cada una de las unidades de aislamiento. Cada recinto disponia de calor y
ventilacién separados, proporcionando con ello una contaminacién cruzada de aire entre los recintos. Los animales
fueron alojados en dos edificios diferentes en el segundo sitio de estudio. EI Grupo 9 (el grupo control estricto
negativo) fue alojado por separado en un edificio de acabado convertido y los Grupos 1-8 fueron alojados en un
edificio de crianza convertido. Cada grupo fue alojado en un redil separado (11-12 cerdos por redil) y cada redil
proporcionaba aproximadamente 1 metro cuadrado por cerdo. Cada redil se encontraba sobre una cubierta elevada
con pisos de lamas de plastico. Un foso debajo de los rediles servia como depdsito de excrementos y desechos.
Cada edificio tenia sus sistemas calefactores y de ventilacion separados, con escasa probabilidad de contaminacién
cruzada de aire entre los edificios.

En el primer sitio de estudio, los cochinillos fueron alimentados con una racién de leche especialmente formulada
desde el nacimiento hasta aproximadamente 3 semanas de edad. Todos los cochinillos consumian una racién
sélida, especial mezclada el Dia 19 (aproximadamente 4 2 semanas de edad). En el segundo sitio de estudio, se
aliment6 a todos los cerdos con una racién mixta comercial habitual, no medicada, en cuanto a su edad y peso, ad
libitum. También se disponia ad libitum de agua en los dos sitios de estudio.

Todos los cerdos de ensayo fueron tratados con vitamina E el Dia -2, con inyecciones de hierro el Dia -1 y con
NAXCEL® (1,0 mL, IM, en jamones alternantes) los Dias 16, 17, 18 y 19. Ademas, el Cerdo n° 52 (Grupo 9) fue
tratado con una inyeccion de hierro el Dia 3, el Cerdo 45 (Grupo 6) fue tratado con una inyeccion de hierro el Dia 11,
el Cerdo n? 69 (Grupo 8) fue tratado con NAXCEL® el Dia 6, el Cerdo n® 74 (Grupo 3) fue tratado con dexametazona
y penicilina el Dia 14, y el Cerdo n® 51 (Grupo 1) fue tratado con dexametazona y penicilina el Dia 13 y con
NAXCEL® el Dia 14 por diversos motivos de salud.

Mientras se encontraban en los dos sitios de estudio, los cerdos se encontraban bajo cuidado veterinario. Examenes
de la salud de los animales se realizaron el Dia 0 y se registraron en el Formulario de Registro del Examen de Salud.
Todos los animales gozaba de buen estado de salud y nutricional antes de la vacunacién, segun se determina por
observacion el Dia 0. Se observé que todos los animales de ensayo gozaba de buen estado de salud y nutricional
antes de la exposicion. Las carcasas y los tejidos fueron desechados mediante vertido. La disposicién final de los
animales de estudio fue registrada en el Registro de Disposicion Animal ( Animal Disposition Record).

El Dia 0, los cerdos asignados a los Grupos 1-6, recibieron 1,0 mL de vacunas 1-6 contra PCV2, respectivamente,
IM en la zona izquierda del cuello utilizando una jeringa Luer-lock estéril de 3,0 mL y una aguja estéril de 20g x 2".
Los cerdos asignados al Grupo 7 recibieron 2,0 mL de vacuna n® 7 de PCV2, IM en la zona izquierda del cuello
utilizando una jeringa Luer-lock estéril de 3,0 mL y una aguja estéril de 20g x 2". El Dia 14, los cerdos asignados al
Grupo 7 recibieron 2,0 mL de vacuna n® 7 de PCV2, IM en la zona izquierda del cuello utilizando una jeringa Luer-
lock estéril de 3,0 mL y una aguja estéril de 20g x 2".

El Dia 21 todos los cerdos de ensayo recibieron 2,0 mL de KLH/ICFA IM en la zona del jamén derecho utilizando
una jeringa Luer-lock estéril de 3,0 mL y una aguja estéril de 20g x1". El Dia 27 todos los cerdos de ensayo
recibieron 2,0 mL de KLH/ICFA IM en la zona del jamon izquierdo utilizando una jeringa Luer-lock estéril de 3,0 mL y
una aguja estéril de 20g x1".

El Dia 24, los cerdos asignados a los Grupos 1-8 recibieron 1,0 mL de material de exposiciéon ISUVDL de PCV2
(5,11 logto TCIDso/mL), IM en la zona izquierda del cuello utilizando una jeringa Luer-lock estéril de 3,0 mL y una
aguja estéril de 20g x 1". Se administr6é 1,0 mL adicional del mismo material, IN a cada cerdo (0,5 mL por fosa nasal)
utilizando una jeringa Luer-lock estéril de 3,0 mL y una canula nasal.

Los cerdos de ensayo fueron observados diariamente en cuanto a la salud general y sucesos adversos el Dia -4 y
desde el Dia 0 al Dia 19. Las observaciones se registraron en el Registro de Observacién Clinica. Todos los cerdos
de ensayo fueron observados desde el Dia 0 hasta el Dia 7, y el Grupo 7 fue observado adicionalmente desde el Dia
14 hasta el 21, en cuanto a las reacciones del sitio de inyeccion. La ganancia de peso media diaria se determiné
pesando a cada cerdo sobre una escala calibrada los Dias -3, 24 y 49, o el dia en que se encontr6 muerto a un
cerdo después de la exposicion. Los pesos corporales se registraron en el Formulario de Peso Corporal. Los pesos
corporales del Dia -3 se utilizaron para bloquear a los cerdos antes del reparto aleatorio. Los datos de peso del Dia
24 y del Dia 49 se utilizaron para determinar la ganancia de peso media diaria (ADWG) para cada cerdo durante
estos momentos. Para los cerdos que murieron después de la exposicion y antes del Dia 49, la ADWG se ajusto
para representar la ADWG desde el Dia 24 hasta el dia de su muerte.

Con el fin de determinar la serologia de PCV2, sangre entera venosa se recogié de cada cochinillo del seno venoso
orbital los Dias -3 y 14. Para cada cochinillo, la sangre se tomé del seno venoso orbital insertando un tubo capilar
estéril en el canto medial de uno de los ojos y drenando aproximadamente 3,0 mL de sangre entera en un Tubo
Separador de Suero (SST - siglas en inglés) de 4,0 mL. Los Dias 24, 31 y 49 se tomé sangre entera venosa de cada
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cerdo de la vena cava anterior utilizando una aguja estéril 18g x 1 12" Vacutainer (Becton Dickinson and Company,
Franklin Lakes, Nueva Jersey), un soporte de aguja Vacutainer y un SST de 13 mL. Las tomas de sangre en cada
instante se registraron en el Registro de Toma de Muestras. Se dej6 que se coagulara la sangre en cada SST, cada
SST fue centrifugado y se recolectd el suero. El suero recolectado fue transferido a un tubo con tapén de cierre
rapido estéril y se almacen6 a -70x 10° C hasta que se sometié a ensayo con posterioridad. Las muestras de suero
fueron sometidas a ensayo en cuanto a la presencia de anticuerpos de PCV2 por parte del personal de BIVI-R&D.

Los cerdos fueron observados una vez al dia desde el Dia 20 al Dia 49 en cuanto a sintomas clinicos y las
observaciones clinicas se registraron en el Registro de Observacién Clinica.

Con el fin de someter a ensayo la secrecion nasal de PCV2, los Dias 24, 25, y después cada otro dia de estudio
impar haste e incluido el Dia 49, se insert6 una torunada estéril de dacron por via intranasal en la fosa nasal
izquierda o derecha de cada uno de los cerdos (una torunda por cerdo) de la forma mas aséptica posible, se sacudio
después de unos pocos segundos y luego se retird. Cada torunda se dispuso luego en un tubo con tapén de cierre
rapido estéril sencillo que contenia 1,0 mL de medio EMEM con IFBS al 2%, 500 unidades/mL de penicilina, 500
pug/mL de estreptomicina y 2,5 ug/mL de Fungizona. La torunda se partié en el tubo, y el tubo con tapén de cierre
rapido se cerr6 herméticamente y se marco apropiadamente con un numero de animal, nimero de estudio, fecha de
recogida, dia de estudio y "torunda nasal". Los tubos con tapdén de cierre rapido cerrados herméticamente se
almacenaron a -40 + 10° C hasta su transporte durante una noche en hielo a BIVI-St. Joseph. Las recogidas de
torundas nasales se registraron en el Formulario de Recogida de Muestras de Torundas Nasales. BIVI-R&D realizé
un ensayo de aislamiento de virus (VI - siglas en inglés) cuantitativo en cuanto a PCV2 en muestras de torundas
nasales. Los resultados se expresaron en valores logio. Un valor de 1,3 logs 0 menor fue considerado negativo, y
cualquier valor mayor que 1,3 logs fue considerado positivo.

Se realizé una necropsia a los cerdos que murieron (n° 28, 52, 56, 69, 82 y 93) en el primer sitio de estudio hasta
un nivel necesario para determinar un diagndstico. Se registraron las lesiones macroscépicas y no se guardd ningun
tejido procedente de estos cerdos. En el segundo sitio de estudio, se realizd una necropsia a los cerdos que
murieron antes del Dia 49 (n° 45, 23, 58, 35), a los cerdos a los que se encontré6 muertos el Dia 49 antes de la
eutanasia (n° 2, 43) y a los cerdos sometidos a eutanasia el Dia 49. Se anotaron cualesquiera lesiones
macroscoépicas y los porcentajes de I6bulos pulmonares con lesiones se registraron en el Formulario de Informe de
la Necropsia.

De cada uno de los 103 cerdos a los que se realizd una necropsia en el segundo sitio de estudio, una muestra de
tejido de las tonsilas, pulmones, corazén, higado, nédulo linfatico mesentérico, riidn y nodulo linfatico inguinal se
dispuso en un solo recipiente con formalina al 10% tamponada; mientras que otra muestra de tejido procedente de
los mismos 6rganos antes mencionados se dispuso en un Whirl-pak (M-Tech Diagnostics Ltd., Thelwall, Reino
Unido) y cada Whirl-pak se dispuso en hielo. Cada recipiente se etiqueté apropiadamente. Las recogidas de
muestras se registraron en el Formulario de Informe de la Necropsia. Después de ello, muestras de tejido fijado con
formalina y el Formulario de Peticion de Diagnédstico se suministraron para el ensayo de IHC. El ensayo de IHC se
efectu6 de acuerdo con procesos de laboratorio estandares ISU para muestras de recepcion, preparacién de
muestras y portaobjetos y técnicas de tincion. Tejidos recientes en Whirl-paks fueron transportados con paquetes de
hielo al Monitor del Estudio para el almacenamiento (-70° + 10° C) y posible uso futuro. Los tejidos fijados con
formalina fueron examinados por un patélogo en cuanto a la deteccién de PCV2 mediante IHC y se evaluaron
utilizando el siguiente sistema de anotacién: 0 = ninguno; 1 = tinciéon escasa positiva, pocos sitios; 2 = tincion
moderada positiva, multiples sitios; y 3 = abundante tincién positiva, difusa por todo el tejido. Debido al hecho de que
el patélogo no podia diferenciar positivamente los NL inguinales de los NL mesentéricos, los resultados para estos
tejidos fueron etiquetados simplemente como Nédulos Linfaticos y la puntuaciéon daba la puntuacion més alta para
cada uno de los dos tejidos por animal.

Resultados

Se dan seguidamente los resultados para este ejemplo. Se sefiala que un cerdo del Grupo 9 murié antes del Dia 0, y
5 cerdos mas murireron post-vacunacion (1 cerdo del Grupo 4; 1 cerdo del Grupo 6; 2 cerdos del Grupo 8;y 1 cerdo
del Grupo 9). El exmaen post-mortem indicaba que todos los seis murieron debido a infecciones subyacentes que no
estaban asociadas con la vacunacion ni con PMWS. Adicionalmente, en ninguno de los grupos se observaron
sucesos adversos ni reacciones en el sitio de la inyeccion.

Los resultados de la ganancia de peso media diaria (ADWG) se presentan a continuacién en la Tabla 6. El Grupo 9,
el grupo control estricto negativo, tenia la ADWG mas alta (0,48 + 0,09 kg/dia), seguido del Grupo 5 (0,43 + 0,10
kg/dia), que recibieron una dosis de 8 ug de rORF2. El Grupo 3, que recibié una dosis de 4 ug de vORF2, tenia la
ADWG mas baja (0,22 + 0,09 kg/dia), seguido del Grupo 7 (0,23 + 0,07 kg/dia), que recibieron 2 dosis de vacuna
muerta.

39



10

15

20

25

ES 2814473 T3

Tabla 6. Sumario de la Ganancia de Peso Media Diaria (ADWG)

Grupo Tratamiento N ADWG - kg/dia (Dia 24 a Dia 49) o ajustada para cerdos muertos

antes del Dia 29

vORF2 - 16 g (1 dosis) 12 0,39 + 0,13 kg/dia

2 vORF2 - 8 ug (1 dosis) 12 0,32 + 0,14 kg/dia
3 vORF2 - 4 ug (1 dosis) 12 0,22 + 0,09 kg/dia
4 rORF2 - 16 pug (1 dosis) 11 0,38 + 0,14 kg/dia
5 rORF2 - 8 ug (1 dosis) 12 0,43 + 0,09 kg/dia
6 rORF2 - 4 ug (1 dosis) 11 0,33 + 0,11 kg/dia
7 KV (2 dosis) 12 0,23 + 0,07 kg/dia
8 Controles de Exposicién 10 0,34 + 0,09 kg/dia
9 Controles Estrictos 11 0,48 + 0,08 kg/dia

Negativos

vORF2 = ORF2 viral aislado; rORF2 = ORF2 expresado en baculovirus recombinante; virus muertos de células
completas = virus PCV2 desarrollado en un cultivo celular adecuado

Los resultados de la serologia de PCV2 se presentan a continuacion en la Tabla 7. Todos los nueve grupos eran
seronegativos para PCV2 el Dia -3. El Dia 14, los Grupos que recibieron vacunas de vORF2 tenian los titulos mas
elevados, que oscilaban entre 187,5 y 529,2. Los cerdos que recibieron vacunas virales muertas tenian los titulos
siguientes mas altos, seguidos de los grupos que recibian vacunas de rORF2. Los Grupos 8 y 9 permanecieron
seronegativos en este momento. El Dia 24 y el Dia 31 los cerdos que recibieron vacunas de vVORF2 continuaban
demostrando una fuerte respuesta seroldgica, seguida de cerca del grupo que recibia dos dosis de una vacuna viral
muerta. Los cerdos que recibian vacunas de rORF2 respondian seroldgicamente mas lentamente y los Grupos 8 y 9
continuaban siendo seronegativos. El Dia 49, los cerdos que recibian vacuna de vORF2, 2 dosis de la vacuna viral
muerta y la dosis mas baja de rORF2 demostraron las respuestas serolégicas mas fuertes. Los cerdos que
recibieron 16 ug y 8 pg de vacunas de rORF2 tenian titulos IFA ligeramente mas altos que los controles de
exposicion. El Grupo 9 el Dia 49 mostr6 una fuerte respuesta serolégica.

Tabla 7. Sumario del Grupo de Titulos IFA de PCV2

TITULO IFA MEDIO

Grupo Tratamiento Dia-3 Dia 14 Dia 24 Dia 31** Dia 49***
1 vORF2 - 16 ug (1 dosis) 50,0 529,2 4400,0 7866,7 11054,5
2 vORF2 - 8 ug (1 dosis) 50.0 500,0 3466,7 6800,0 10181.8
3 vORF2 - 4 ug (1 dosis) 50,0 187,5 1133,3 5733,3 9333,3
4 rORF2 - 16 pug (1 dosis) 50,0 95,5 1550,0 3090,9 8000,0
5 rORF2 - 8 ug (1 dosis) 50,0 75,0 887,5 2266,7 7416,7
6 rORF2 - 4 ug (1 dosis) 50,0 50,0 550,0 3118,2 10570,0
7 KV (2 dosis) 50,0 204,2 3087,5 4620,8 8680,0
8 Controles de exposicion 50,0 55,0 50,0 50,0 5433,3
9 Controles Estrictos Negativos 50,0 59,1 59,1 54,5 6136.,4

vORF2 = ORF2 viral aislado; rORF2 = ORF2 expresado en baculovirus recombinante; virus muertos de células
completas = virus PCV2 desarrollado en un cultivo celular adecuado

*Para fines de calculo, un titulo IFA <100 se design6 como un titulo de “50"; un titulo IFA = 6400 se designd como un
titulo de “12.800".

**Dia de la exposicion
***Dia de la Necropsia

Los resultados de las observaciones clinicas después de la -exposicién se presentan a continuacion en la Tabla 8.
Este sumario de resultados incluye observaciones del Comportamiento Anormal, Respiracion Anormal, Tos y
Diarrea. La Tabla 9 incluye los resultados del Sumario de Incidencia de los Sintomas Clinicos Globales del Grupo y
la Tabla 10 incluye los resultados del Sumario de Tasas de Mortalidad del Grupo Post-exposicién. El sintoma clinico
mas comun sefalado en este estudio era el comportamiento anormal, el cual se clasific6 como letargia de suave a
grave. Los cerdos que recibian las 2 dosis mas bajas de vVORF2, los cerdos que recibian 16 ug de rORF2 y los
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cerdos que recibian 2 dosis de vacuna KV tenian tasas de incidencia de = 27,3%. Los cerdos que recibian 8 ug de
rORF2 y el grupo control estricto negativo no tenian un comportamiento anormal. Ninguno de los cerdos en este
estudio mostré respiracién anormal. El acceso de tos se observé con frecuencia en todos los grupos (0 a 25%), al
igual que la diarrea (0-20%). Ninguno de los sintomas clinicos sefalados era patonémico para PMWS.

La incidencia global de los sintomas clinicos vari6é entre grupos. Los grupos que recibian cualquiera de las vacunas
de VORF2, el grupo que recibia 16 ug de rORF2, el grupo que recibia 2 dosis de vacuna KV y el grupo control de
exposicion tenian la incidencia mas alta de sintomas clinicos globales (= 36,4%). El grupo control estricto negativo,
el grupo que recibia 8 ug de rORF2 y el grupo que recibia 4 ug de rORF2 tenian tasas de incidencia globales de
sintomas clinicos de 0%, 8,3% y 9,1%, respectivamente.

También variaba las tasas de mortalidad global entre grupos. El grupo que recibia 2 dosis de vacuna de KV tenia la
tasa de mortalidad mas alta (16,7%); mientras que los grupos que recibian 4 pug de vVORF2, 16 ug de rORF2 u 8 ug
de rORF2 y el grupo control estricto negativo tenian todos tasas de mortalidad del 0%.

Tabla 8. Sumario de Observaciones del Grupo para el Comportamiento Anormal, Respiracion Anormal, Tos y

Diarrea
Grupo Tratamiento N Comporta- Comporta- Tos?® Diarrea*
miento miento
Anormal Anormal®

1 VORF2 - 16 pg (1 dosis) 12 | 2/12(16,7%) | 0/12 (0%) 3/12 (25%) 2/12 (16/7%)
2 VORF2 - 8 ug (1 dosis) 12 | 4/12(33,3%) | 0/12 (0%) 112 (8,3% 1/12 (8,3%)
3 VORF2 - 4 ug (1 dosis) 12 | 8/12(66,7%) | 0/12 (0%) 2/12 (16,7%) 1/12 (8,3%)
4 rORF2 - 16 pg (1 dosis) 11 | 311 (27,3%) | 0/11 (0%) 0/11 (0%) 2/11 (18,2%)
5 rORF2 - 8 ug (1 dosis) 12| 0112 (0%) 0/12 (0%) 112 (8,3%) 0/12 (0%)
6 rORF2 - 4 g (1 dosis) 11 | 1/41(9,1%) | 0/11 (0%) 0/11 (0%) 0/12 (0%)
7 KV (2 dosis) 12 | 7/12(58.3) 0/12 (0%) 0/12 (0%) 112 (8,3%)
8 Controles de exposicion 10 | 1/10 (10%) 0/10 (0%) 2/10 (20%) 2/10 (20%)
9 Controles Estrictos Negativos | 11 0/11 (0%) 0/11 (0%) 0/11 (0%) 0/11 (0%)

vORF2 = ORF2 viral aislado; rORF2 = ORF2 expresado en baculovirus recombinante; virus muertos de células
completas = virus PCV2 desarrollado en un cultivo celular adecuado

NUmero total de cerdos en cada grupo que mostraron algiin comportamiento anormal durante al menos un dia
2Namero total de cerdos en cada grupo que mostraron alguna respiracion anormal durante al menos un dia
3Namero total de cerdos en cada grupo que mostraron tos durante al menos un dia

“Namero total de cerdos en cada grupo que mostraron diarrea durante al menos un dia

Tabla 9. Sumario de la Incidencia Global del Grupo de Sintomas Clinicos

Grupo Tratamiento N Incidencia de cerdos con Tasa de
Sintomas Clinicos’ Incidencia

1 vORF2 - 16 ug (1 dosis) 12 5 41,7 %
2 vORF2 - 8 ug (1 dosis) 12 5 41,7 %
3 VORF2 - 4 ug (1 dosis) 12 8 66,7 %
4 rORF2 - 16 ug (1 dosis) 11 4 36,4 %
5 rORF2 - 8 ug (1 dosis) 12 1 8,3 %
6 rORF2 - 4 ug (1 dosis) 11 1 9,1 %
7 KV (2 dosis) 12 7 58,3 %
8 Controles de exposicion 10 4 40 %
9 Controles Estrictos Negativos 11 0 0 %

vORF2 = ORF2 viral aislado; rORF2 = ORF2 expresado en baculovirus recombinante; virus muertos de células
completas = virus PCV2 desarrollado en un cultivo celular adecuado

NUmero total de cerdos en cada grupo que mostro cualquier sintoma clinico durante al menos un dia
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Tabla 10. Sumario de las Tasas de Mortalidad del Grupo Post-exposicion

Grupo Tratamiento N Muerte§ E’pst- Tasa de Mortalidad
exposicion
1 vORF2 - 16 ug (1 dosis) 12 1 8,3 %
2 vORF2 - 8 ug (1 dosis) 12 1 8,3 %
3 VORF2 - 4 ug (1 dosis) 12 0 0 %
4 rORF2 - 16 pg (1 dosis) 11 0 0 %
5 rORF2 - 8 ug (1 dosis) 12 0 0%
6 rORF2 - 4 ug (1 dosis) 11 1 9,1 %
7 KV (2 dosis) 12 2 16,7 %
8 Controles de exposicion 10 1 10 %
9 Controles Estrictos Negativos 11 0 0%

vORF2 = ORF2 viral aislado; rORF2 = ORF2 expresado en baculovirus recombinante; virus muertos de células
completas = virus PCV2 desarrollado en un cultivo celular adecuado

Los resultados de la secrecion nasal de PCV2 se presentan a continuacion en la Tabla 11. Después del exposicion
el Dia 24, 1 cerdo en el Grupo 7 comenz6 a secretar PCV2 el Dia 27. Ninguno de los otros grupos experimentdé la
secrecion hasta el Dia 33. La cuantia de secrecién nasal se anot6 desde el Dia 35 al Dia 45. Grupos que recibian
cualquiera de las tres vacunas de VORF2 y grupos que recibian 4 u 8 ug de rORF2 tenian la incidencia mas baja de
secrecién nasal de PCV2 (< 9,1%). El grupo control de exposicion (Grupo 8) tenia la tasa de secreciéon mas alta
(80%), seguido del grupo control estricto negativo (Grupo 9), que tenia una tasa de incidencia de 63,6%.

Tabla 11. Sumario de la Incidencia de Secrecion Nasal de PCV2 en el Grupo

Grupo Tratamiento N N® de cerdos que secret6 Tasa de Incidencia
durante al menos un dia

1 vORF2 - 16 ug (1 dosis) 12 1 8,3 %
2 vORF2 - 8 ug (1 dosis) 12 1 8,3 %
3 vORF2 - 4 ug (1 dosis) 12 1 8,3 %
4 rORF2 - 16 pg (1 dosis) 11 2 18,2 %
5 rORF2 - 8 ug (1 dosis) 12 1 8,3 %
6 rORF2 - 4 ug (1 dosis) 11 1 9.1 %
7 KV (2 dosis) 12 5 41,7 %
8 Controles de exposicion 10 8 80 %

9 Controles Estrictos Negativos 11 7 63,6 %

vORF2 = ORF2 viral aislado; rORF2 = ORF2 expresado en baculovirus recombinante; virus muertos de células
completas = virus PCV2 desarrollado en un cultivo celular adecuado

El Sumario de la Incidencia de Ictericia del Grupo, la Incidencia de Ulceras Gastricas en el Grupo, las Anotaciones
de Lesiones Pulmonares Medias del Grupo y la Incidencia de Lesiones Pulmonares en el Grupo se muestran a
continuacion en la Tabla 12. Seis cerdos murieron en el primer sitio de ensayo durante la fase de post-vacunacion
del estudio (Grupo 4, N = 1; Grupo 6, N = 1; Grupo 8, N = 2; Grupo 9, N = 2). Cuatro de seis cerdos tenian lesiones
fibrosas en una o mas cavidades corporales, un cerdo (Grupo 6) tenia lesiones consistente con una enfermedad
clostridial, y un cerdo (Grupo 9) no tenia lesiones macroscépicas. Ninguno de los cerdos que murieron durante la
fase post-vacunacion del estudio tenia lesiones consistentes con PMWS.

Se realizé una necropsia a cerdos que murieron después de la -exposicion y a cerdos sometidos a eutanasia el Dia
49. En la necropsia, no estaban presentes en ningun grupo ictericia ni Ulceras gastricas. Con respecto a % medio en
las lesiones pulmonares, el Grupo 9 tenia el % medio mas bajo en las lesiones pulmonares (0%), seguido del Grupo
1 con 0,40 + 0,50% y del Grupo 5 con 0,68 + 1,15%. Los Grupos 2, 3, 7 y 8 tenian el % medio mas alto en las
lesiones pulmonares (= 7,27%). Cada uno de estos cuatro grupos contenia un cerdo con un % de lesiones
pulmonares = 71,5%, que sesgd mas altos los resultados para estos cuatro grupos. Con la excepciéon del Grupo 9
con un 0% de lesiones pulmonares observadas, los restantes 8 grupos tenia un = 36% de lesiones pulmonares. Casi
todas la lesiones pulmonares observadas se describieron como rojas/purpura y se consolidaron.
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Tabla 12. Sumario de la Incidencia de Ictericia en el Grupo, Incidencia de Ulceras Gastricas en el Grupo, %
Medio de Anotaciones de Lesiones Pulmonares en el Grupo e Incidencia de Lesiones Pulmonares en el
Grupo Anotados

Grupo Tratamiento Ictericia Ulceras % Medio de Incidencia de
Gastricas Lesiones Lesiones

Pulmonares Pulmonares
Anotadas

1 vORF2 - 16 ug (1 dosis) 0/12 (0%) 0/12 (0%) 0,40 + 0,50% 10/12 (83%)

2 vORF2 - 8 ug (1 dosis) 0/12 (0%) 0/12 (0%) 7,41 +20,2% 10/12 (83%)

3 vORF2 - 4 ug (1 dosis) 0/12 (0%) 0/12 (0%) 9,20 + 20,9% 10/12 (83%)
4 rORF2 - 16 pug (1 dosis) 0/11 (0%) 0/11 (0%) 1,5+4,74% 4/11 (36%)
5 rORF2 - 8 ug (1 dosis) 0/12 (0%) 0/12 (0%) 0,68 +1,15% 9/12 (75%)
6 rORF2 - 4 ug (1 dosis) 0/11 (0%) 0/11 (0%) 2,95 +5,12% 7/11 (64%)
7 KV (2 dosis) 0/12 (0%) 0/12 (0%) 7,27 £22,9% 9/12 (75%)
8 Controles de exposicién 0/10 (0%) 0/10 (0%) 9,88 +29,2% 8/10 (80%)
9 Controles Estrictos Negativos 0/11 (0%) 0/11 (0%) 0/11 (0%) 0/11 (0%)

vORF2 = ORF2 viral aislado; rORF2 = ORF2 expresado en baculovirus recombinante; KV o virus muertos de células
completas = virus PCV2 desarrollado en un cultivo celular adecuado

El Sumario de los Resultados de la Incidencia IHC Positiva en el Grupo se muestran en la Tabla 13. El Grupo 1
(vVORF2 - 16 pg) y el Grupo 5 (rORF2 - 8 ug) tenian la tasa mas baja de los resultados IHC positivos (16,7%). El
Grupo 8 (Controles de exposicién) y el Grupo 9 (Controles Estrictos Negativos) tenian la tasa mas alta de los
resultados IHC positivos, 90% y 90,9%, respectivamente.

Tabla 13. Sumario de la Tasa de Incidencia IHC Positiva en el Grupo

Grupo Tratamiento N N¢ de cerdos que tenian al Tasa de
menos un tejido positivo para Incidencia
PCVv2
1 vORF2 - 16 ug (1 dosis) 12 2 16,7 %
2 vORF2 - 8 ug (1 dosis) 12 3 25,0 %
3 VORF2 - 4 ug (1 dosis) 12 8 66,7 %
4 rORF2 - 16 pg (1 dosis) 11 4 36,3 %
5 rORF2 - 8 ug (1 dosis) 12 2 16,7 %
6 rORF2 - 4 ug (1 dosis) 11 4 36,4 %
7 KV (2 dosis) 12 5 41,7 %
8 Controles de exposicion 10 9 90,0 %
9 Controles Estrictos Negativos 11 10 90,9 %

vORF2 = ORF2 viral aislado; rORF2 = ORF2 expresado en baculovirus recombinante; KV o virus muertos de células
completas = virus PCV2 desarrollado en un cultivo celular adecuado

Después de la-exposicién, el Grupo 5, que recibié una dosis de 8 ug de antigeno rORF2, superé a los otros 6 grupos
de vacuna. El Grupo 5 tenia la ADWG mas alta (0,43 + 0,10 kg/dia), la incidencia mas baja de comportamiento
anormal (0%), la segunda incidencia mas baja de tos (8,3%), la incidencia mas baja de sintomas clinicos globales
(8,3%), la tasa de mortalidad mas baja (0%), la tasa mas baja de secrecion nasal de PCV2 (8,3%), la segunda tasa
mas baja del % medio de lesiones pulmonares (0,68 = 1,15%) y la tasa de incidencia mas baja para tejidos positivos
(16,7%). Grupos que recibian diversos niveles de antigeno rORF2 super6 globalmente a grupos que recibian
diversos niveles de vVORF2 y el grupo que recibia 2 dosis de vacuna contra PCV2 de células enteras muertas se
manifestd el peor. Las Tablas 14 y 15 contienen sumarios de datos post-exposicion del grupo.
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Tabla 14. Sumario de Datos Post-exposicion en el Grupo - Parte 1

Grupo N Tratamiento ADWG Comporta- Tos Incidencia
(kg/dia) miento Global de
Anormal Sintomas
Clinicos
1 12 vORF2 - 16 g (1 dosis) 0,39+0,13% | 2/12 (16,7%) 3/12 (25%) 41,7 %
2 12 vORF2 - 8 ug (1 dosis) 0,32+0,14% | 4/12 (33,3% 1/12 (8,3% 41,7 %
3 12 vORF2 - 4 ug (1 dosis) 0,22 +0,09% | 8/12 (66,7%) 2/12 (16,7% 66,7 %
4 11 rORF2 - 16 pg (1 dosis) 0,38 +0,14% | 3/11 (27,3%) 0/11 (0%) 36,4 %
5 12 rORF2 - 8 ug (1 dosis) 0,43 +0,10% 0/12 (0%) 1/12 (8,3% 8,3 %
6 11 rORF2 - 4 ug (1 dosis) 0,33+0,11% | 1/11(9,1% 0/11 (0%) 9,1 %
7 12 KV (2 dosis) 0,23+0,07% | 7/12(58,3) 0/12 (0%) 58,3 %
8 10 Controles de exposicion 0,34 £0,09% | 1/10 (10%) 2/10 (20% 40 %
9 11 Controles Estrictos Negativos | 0,48 +0,07% 0/11 (0%) 0/11 (0%) 0%

vORF2 = ORF2 viral aislado; rORF2 = ORF2 expresado en baculovirus recombinante; KV o virus muertos de células
completas = virus PCV2 desarrollado en un cultivo celular adecuado

Tabla 15. Sumario de Datos Post-exposicion en el Grupo - Parte 2

Grupo N Tratamiento Tasa de Secrecién % Medio de Tasa de Incidencia de
Mortalidad Nasal Lesiones al menos un tejido IHC
Pulmonares positivo para PCV2
1 12 VvORF2 - 16 ug (1 dosis) 8,3 % 8,3 % 0,40 £ 0,50% 16,7 %
2 12 vORF2 - 8 ug (1 dosis) 8,3 % 8,3 % 7,41 £20,2% 25,0 %
3 12 VORF2 - 4 ug (1 dosis) 0% 8,3 % 9,20 +20,9% 66,7 %
4 11 rORF2 - 16 pug (1 dosis) 0% 18,2 % 1,50 £ 4,74% 36,3 %
5 12 rORF2 - 8 ug (1 dosis) 0% 8,3 % 0,68 +1,15% 16,7 %
6 11 rORF2 - 4 ug (1 dosis) 9,1% 9,1 % 2,95 +£5,12% 36,4 %
7 12 KV (2 dosis) 16,7 % 41,7 % 7,27 £22,9% 41,7 %
8 10 Controles de exposicion 10 % 80 % 9,88 +29,2% 90,0 %
9 11 Controles Estrictos 0% 63,6 % 0/11 (0%) 90,9 %
Negativos

vORF2 = ORF2 viral aislado; rORF2 = ORF2 expresado en baculovirus recombinante; KV o virus muertos de células
completas = virus PCV2 desarrollado en un cultivo celular adecuado

Los resultados de este estudio indican que todos los esfuerzos adicionales de vacunas deberian dirigirse a una
vacuna de rORF2. En general, la secrecion nasal de PCV2 fue detectada post-exposicion y la vacunacion con una
vacuna contra PCV2 dio como resultado una reduccion de la secrecion. La inmunohistoquimica de tejidos linfoides
seleccionados servia también como un buen parametro de la eficacia de la vacuna, mientras que grandes
diferencias en la ADWG, los sintomas clinicos y las grandes lesiones no se detectaron entre grupos. Este estudio se
complico por el hecho de que PCV2 extrafno se introdujo en el mismo punto durante el estudio, segun se evidencia
por la secrecidén nasal de PCV2, seroconversion de PCV2 y tejidos IHC positivos en el Grupo 9, el grupo control
estricto negativo.

Discusion

Siete vacunas contra PCV2 fueron evaluadas en este estudio, que incluia tres niveles de dosis diferentes de
antigeno vORF2 administrada una vez al Dia 0, tres niveles de dosis diferentes de antigeno rORF2 administrados
una vez el Dia 0 y un nivel de dosis de vacuna contra PCV2 de células enteras muertas, administrada el Dia O y el
Dia 14. En general, el Grupo 5, que recibia 1 dosis de vacuna que contenia 8 ug de antigeno rORF2, tenia los
mejores resultados. El Grupo 5 tenia la ADWG mas alta, la incidencia méas baja de comportamiento anormal, la
incidencia mas baja de respiracion anormal, la segunda incidencia mas baja de tos, la incidencia mas baja de
sintomas clinicos globales, la tasa de mortalidad méas baja, la tasa mas baja de secrecién nasal de PCV2, la
segunda tasa mas baja del % medio de lesiones pulmonares y la tasa de incidencia mas baja para tejidos IHC
positivos.

De manera interesante, el Grupo 4, que recibié una dosis mas alta de antigeno rORF2 que el Grupo 5, no se
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comportd tan bien ni mejor que el Grupo 5. El Grupo 4 tenia una ADWG ligera menor, una mayor incidencis de
comportamiento anormal, una mayor incidencia de sintomas clinicos globales, una mayor tasa de secrecion nasal de
PCV2, un mayor % medio de lesiones pulmonares y una mayor tasa de tejidos IHC positivos que el Grupo 5. Los
andlisis estadisticos, que pueden indicar que las diferencias entre estos dos grupos no eran estadisticamente
significativas, no se realizaron en estos datos, pero existia una tendencia observada de que el Grupo 4 no se
comportaba tan bien como el Grupo 5.

Post-vacunacion, 6 cerdos murieron en el primer sitio de estudio. Cuatro de los seis cerdos procedian del Grupo 8 o
del Grupo 9, que no recibieron ninguna vacuna. Ninguno de los seis cerdos mostr6 lesiones consistentes con
PMWS, no se inform6 de sucesos adversos y, en general, las siete vacunas parecian ser seguras cuando se
administraban a cerdos de aproximadamente 11 dias de edad. Durante la fase de post-vacunacion del estudio, los
cerdos recibieron tres niveles de dosis de vacuna vVORF2 o la vacuna de células enteras muertas tenia los niveles
IFAT mas altos, mientras que el Grupo 5 tenia los niveles IFAT mas bajos justo antes de la exposicion de los grupos
de vacuna.

A pesar de que no se ha demostrado formalmente, se piensa que la via predominante de transmision de PCV2 a
cerdos jovenes poco después del destete es por contacto oronasal directo y una vacuna eficaz que reduce la
secrecion nasal de PCV2 en un ajuste de produccién ayudaria a controlar la difusion de la infeccion. Grupos que
recibian uno de los tres niveles de antigeno de vVORF2 y el grupo que recibia 8 pg de rORF2 tenia la tasa de
incidencia mas baja de secrecion nasal de PCV2 (8,3%). De manera esperada, el grupo control de exposicion tenia
la tasa de incidencia mas alta de secrecién nasal (80%).

Lesiones macroscépicas en cerdos con PMWS secundaria a la infeccion por PCV2 consistia tipicamente en
linfoadenopatia generalizada en combinaciéon con uno o mas de lo siguiente: (1) neumonia intersticial con edema
interlobular, (2) palidez cutanea o ictericia, (3) higados atréficos moteados, (4) Ulceras gastricas y (5) nefritis. En la
necropsia, no se observaron ictericia, hepatitis, nefritis y Ulceras gastricas en ninguno de los grupos y no se examin6
especificamente la linfoadenopatia. El % medio de puntuaciones de lesiones pulmonares variaba entre grupos. El
grupo que recibia 16 pg de antigeno vORF2 tenia el % medio méas bajo de puntuaciones de lesiones pulmonares
(0,40 + 0,50%), seguido del grupo que recibia 8 ug de rORF2 (0,68 + 1,15%). Como era de esperar, el grupo control
de exposicion tenia el % medio més alto de puntuaciones de lesiones pulmonares (9,88 + 29,2%). En los cuatro
grupos, el % medio de puntuaciones de lesiones pulmonares se elevé debido a un cerdo en cada uno de estos
grupos que tenia puntuaciones muy altas de lesiones pulmonares. La mayor parte de las lesiones pulmonares se
describieron como rojas/purpura y se consolidaron. Tipicamente, las lesiones pulmonares asociadas con PMWS se
describen como de color canela y no colapsables con edema interlobular. Las lesiones pulmonares anotadas en este
estudio no se asociaron con una infeccion por PCV2 o puede estar presente un segundo agente infeccioso
pulmonar. Dentro del contexto de este estudio, el % de puntuacion de lesiones pulmonares no refleja,
probablemente, una medida verdadera de la cantidad de infeccién pulmonar debida a PCV2.

Otros investigadores han demostrado una correlacién directa entre la presencia de antigeno de PCV2 por IHC e
histopatologia. No se realiz6 con este estudio la histopatologia en tejidos seleccionados. El Grupo 1 (16 ug de
vORF2) y el Grupo 5 (8 pg de rORF2) tenian la tasa de incidencia més baja de cerdos positivos en cuanto al
antigeno de PCV2 (8,3%), mientras que el Grupo 9 (el grupo control estricto negativo - 90,9%) y el Grupo 8 (el grupo
control de exposicion - 90,0%) tenia las tasas de incidencia mas altas de cerdos positivos en cuanto al antigeno de
PCV2. Debido a la naturaleza no subjetiva de este ensayo, los resultados de IHC son, probablemente, uno de los
mejores parametros para juzgar la eficacia de la vacuna.

Asi, en un aspecto de la presente invencion, se determiné la Dosificacion Protectora Minima (MPD - siglas en inglés)
de una dosis de 1 ml/l de dosis de producto recombinante con antigeno de ORF2 de PCV2 (rORF2) extraido en el
modelo de cerdos CDCD en la cara de un exposicién de PCV2. De los tres grupos que recibian niveles variables de
antigeno rORF2, el Grupo 5 (8 pg de antigeno rORF2) tenian claramente el nivel de proteccién mas alto. El Grupo 5
tenia los mejores resultados o empataba con los resultados mas favorables con relacién a todos los parametros
examinados. Cuando el Grupo 5 se comparé con los otros seis grupos de vacuna post-enfriamiento, el Grupo 5 tenia
la ADWG mas alta (0,43 + 0,10 kg/dia), la incidencia mas baja de comportamiento anormal (0%), la segunda
incidencia mas baja de tos (8,3%), la incidencia méas baja de sintomas clinicos globales (8,3%), la tasa de mortalidad
mas baja (0%), la tasa mas baja de secrecion nasal de PCV2 (8,3%), la segunda tasa mas baja del % medio de
lesiones pulmonares (0,68 £ 1,15%) y la tasa de incidencia mas baja para tejidos IHC positivos (16,7%).

En otro aspecto de la presente invencién, se determiné la MPD de 1 ml/l de dosis de producto convencional que es
antigeno de ORF2 de PCV2 (vORF2) parcialmente purificado en el modelo de cerdos CDCD en la cara de un
exposicion con PCV2. De los tres grupos que recibian niveles variables de antigeno vVORF2, el Grupo 1 (16 ug de
antigeno vORF2) tenian claramente el nivel de proteccion mas alto. El Grupo 1 super6 a los Grupos 2 y 3 con
respecto a la ADWG, el % medio de lesiones pulmonares e IHC. Los Grupos 1 y 2 (8 ug de antigeno vVORF2) se
comportaron de manera igual con respecto a la incidencia global de sintomas clinicos, el Grupo 3 (4 ug de antigeno
vORF2) tenia la tasa de mortalidad mas baja, y los tres grupos se comportaron de igual manera con respecto a la
secrecion nasal. En general, vacunas de vORF no se comportaban tan bien como las vacunas de rORF.

Todavia en otro aspecto de la presente invencién, se determind la eficacia de una dosis méaxima de 2 ml/2 dosis de
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vacuna convencional PCV2 muerta en el modelo de cerdos CDCD en la cara de un exposicion con PCV2. De las
siete vacunas evaluadas en este estudio, se comportaba de la peor manera la vacuna contra PCV2 de células
enteras muertas. Cochinillos que recibian dos dosis de vacuna contra PCV2 de células enteras muertas tenian la
ADWG mas baja, la segunda tasa mas alta de comportamiento anormal (58,3%), la segunda incidencia global mas
alta de sintomas clinicos (58,3%), la tasa de mortalidad mas alta (16,7%), la segunda incidencia mas alta de
secreciéon nasal (41,7%), el % medio mas alto de lesiones pulmonares (9,88 + 29,2%), una alta incidencia de
lesiones pulmonares anotada (75%) y una tasa moderada de incidencia de IHC en tejidos (41,7%). Sin embargo,
seguia siendo eficaz para crear una respuesta inmune.

Todavia en otro aspecto de la presente invencién, la secrecion nasal de PCV2 se verific6 como un parametro de
eficacia y se re-confirmaron a partir de estudios previos los parametros de eficacia contra PCV2 previos. Los
resultados de este estudio indican que la secrecion nasal de PCV2 se produce tras un exposicionintranasal y que las
vacunas contra PCV2 reducen la secrecién nasal de PCV2 post-exposicion. Ademas, los resultados de este estudio
y los informes en la bibliografia indican que deberia continuar IHC para ser evaluado también en futuros ensayos de
la vacuna contra PCV2.

Algunas conclusiones adicionales que surgen de este estudio son que la linfoadenopatia es un distintivo de PMWS.
Otro de los distintivos de PMWS es el agotamiento linfoide e histiocitos multinucleados/gigantes. Adicionalmente, no
se observaron sucesos adversos ni reacciones en el sitio de inyeccion para ninguna de las 7 vacunas contra PCV2,
y las 7 vacunas contra PCV2 parecian ser seguras cuando se administraban a cerdos jovenes.

Ejemplo 5

Este ejemplo somete a ensayo la eficacia de ocho vacunas candidatas contra PCV2 y reconfirma los parametros de
exposicion a PCV2 de estudios de exposicion anteriores después de la exposicion a una cepa virulenta de PCV2.
Ciento cincuenta (150) cochinillos desprovistos de calostro derivado de la cesarea (CDCD), de 6-16 dias de edad, se
bloquearon en peso y se dividieron al azar en 10 grupos de igual tamarno. La Tabla 16 recoge el Disefio de Estudio
General para este Ejemplo.

Tabla 16. Diseio de Estudio General

Grupo| N°de Tratamiento Dia de KLH/ICFA el | Provocacién PRRSV | Necropsia
Cerdos Tratamientg Dia22y el con PCV2 MLV el el Dia 50
Dia 28 Virulento el Dia| Dia 46
25
1 15 Vacuna 1 contra PVC2 Oy14 + + + +
16 pyg rORF2 — IMS 1314
2 15 Vacuna 2 contra PVC2 Oy 14 + + + +
16 yg vORF2 — Carbopol
3 15 Vacuna 3 contra PCV2 Oy 14 + + + +
16 ug rORF2 — Carbopol
4 15 Vacuna 2 contra PCV2 0 + + + +
16 yg vORF2 — Carbopol
5 15 Vacuna 3 contra PVC2 Oy 14 + + + +
4 ug rORF2 — Carbopol
6 15 Vacuna 3 contra PVC2 Oy 14 + + + +
1 yg rORF2 — Carbopol
7 15 Vacuna 3 contra PVC2 Oy14 + + + +
0,25 pg rORF2 — Carbopol
8 15 Vacuna 4 contra PVC2 Oy 14 + + + +
> 8,0 log KV — Carbopol
9 15 Controles de exposicion N/A + + + +
10 15 Ninguno - Grupo Control N/A + - + +
Negativo Estricto

vORF2 = ORF2 viral aislado; rORF2 = ORF2 expresado en baculovirus recombinante; KV o virus muertos de células
completas = virus PCV2 desarrollado en un cultivo celular adecuado
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La formulacion de vacuna dada a cada uno de los grupos era como sigue. La vacuna n® 1 contra PCV2,
administrada a una dosis de 1 x 2 ml al Grupo 1, era una dosis elevada (16 pg/2 ml de dosis) de antigeno ORF2
recombinante inactivado con coadyuvante IMS 1314 (16 ug de rORF2 — IMS 1314). La vacuna n? 2 contra PCV2,
administrada a una dosis de 1 x 2 ml al Grupo 2, era una dosis elevada (16 ug/2 ml de dosis) de un antigeno ORF2
de PCV2 generado por VIDO R-1 y parcialmente purificado adyuvado con Carbopol (16 ug de vVORF2 — Carbopol).
La vacuna n® 3 contra PCV2, administrada a una dosis de 1 x 2 ml al Grupo 3, era una dosis elevada (16 pg/2 ml de
dosis) de antigeno ORF2 recombinante inactivado con coadyuvante Carbopol (16 pg de rORF2 — Carbopol). La
vacuna n® 4 contra PCV2, administrada a una dosis de 1 x 1 ml al Grupo 4, era una dosis elevada (16 pug/1 ml de
dosis) de un antigeno ORF2 de PCV2 generado por VIDO R-1 y parcialmente purificado adyuvado con Carbopol (16
ug de vORF2 — Carbopol). La vacuna n® 5 contra PCV2, administrada a una dosis de 1 x 2 ml al Grupo 5, era una
dosis elevada 4 pg/2 ml de dosis de un antigeno ORF2 recombinante inactivado con coadyuvante Carbopol (4 ug de
rORF2 — Carbopol). La vacuna n? 6 contra PCV2, administrada a una dosis de 1 x 2 ml al Grupo 6, era una dosis
elevada 1 pg/2 ml de dosis de un antigeno ORF2 recombinante inactivado con coadyuvante Carbopol (1 pg de
rORF2 — Carbopol). La vacuna n? 7 contra PCV2, administrada a una dosis de 1 x 2 ml al Grupo 7, era una dosis
baja (0,25 pg/2 ml de dosis) de antigeno ORF2 recombinante inactivado con coadyuvante Carbopol (0,25 pg de
rORF2 — Carbopol). La vacuna n? 8 contra PCV2, administrada a una dosis de 1 x 2 ml al Grupo 8, era una dosis
elevada (titulo de pre-inactivaciéon > 8,0 log/2 ml de dosis) de un antigeno Struve de PCV2 generado por VIDO R-1
inactivado convencional adyuvado con Carbopol (>8,0 log KV — Carbopol). El Dia 0, los Grupos 1 - 8 fueron tratados
con sus vacunas asignadas. Los Grupos 1-3 y 5-8 recibieron refuerzos de sus vacunas respectivas de nuevo el Dia
14. La eficacia de una dosis Unica de 16 pug de vVORF2 — Carbopol se sometié a ensayo en el Grupo 4 que no recibié
un refuerzo el Dia 14. Los cochinillos fueron observados en cuanto a sucesos adversos y las reacciones del sitio de
inyeccién después de las dos vacunaciones. El Dia 21 los cochinillos fueron trasladados a un segundo sitio de
estudio en donde los Grupos 1-9 fueron alojados agrupados en un edificio y el Grupo 10 fue alojado en un edificio
separado. Todos los cerdos recibieron hemocianina de lapa bocallave emulsionada con coadyuvante de Freund
incompleto (KLH/ICFA) los Dias 22 y 28. El Dia 25, los Grupos 1-9 fueron enfrentados con aproximadamente 4 logs
de virus PCV2 virulento. Hacia el Dia 46 se habian producido muy pocas muertes en el grupo control de
provocacion. En un intento de inmunoestimular los cerdos y de aumentar la virulencia del material de provocacion de
PCV2, todos los Grupos fueron tratados con INGELVAC® PRRSV MLV (Vacuna Reproductora y Respiratoria
Porcina, Virus Vivo Modificado) el Dia 46.

Antes y después del provocacion se tomaron muestras de sangre para la serologia del PCV2. Post-provocacion, se
recogieron los datos de peso corporal para la determinacion de la ganancia de peso media diaria (ADWG) y
observaciones de sintomas clinicos. El Dia 50, se realizd6 una necropsia a todos los cerdos supervivientes, se
registraron lesiones macroscopicas, se puntu6é a los pulmones en cuanto a la patologia, y tejidos seleccionados
fueron conservados en formalina para su examen por inmunohistoquimica (IHC) para la deteccién posterior de
antigeno de PCV2.

Materiales y Métodos

Este era un estudio de capacidad de provocacién frente a la vacunacién parcialmente ciego realizado en cerdos
CDCD, de 6 a 16 dias de edad el Dia 0. Para ser incluidos en el estudio, los titulos IFA de PCV2 de cerdas eran =
1:1000. Adicionalmente, el estado seroldgico de cerdas procedia de una piara PRRS-negativa conocida. Se sometié
a ensayo a dieciseis (16) cerdas en cuanto al estado serolégico de PCV2 y las dieciseis (16) tenian un titulo de
PCV2 de = 1000 y fueron transferidas al primer sitio de estudio. Ciento cincuenta (150) cochinillos fueron
proporcionados mediante cirugia por seccién cesarea y estaban disponibles para este estudio el Dia -3. El Dia -3, se
pesaron 150 cerdos CDCD en el primer sitio de estudio, se identificaron con etiquetas de oreja, se bloquearon por el
peso y se asignaron al azar a 1 de 10 grupos, segun se recoge antes en la tabla 16. Muestras de sangre fueron
tomadas de todos los cerdos. Si cualquier animal de ensayo que cumplia los criterios de inclusion fue enrolado en el
estudio y posteriormente fue excluido por cualquier motivo, el Investigador y Monitor consulté con el fin de
determinar el uso de datos recogidos del animal en el andlisis final. Se documenté la fecha en donde se excluy6 a
los cerdos enrolados y el motivo de la exclusion. No se excluyeron cerdas que cumplian con los criterios de
inclusién, seleccionadas para el estudio y fueron transportadas al primer sitio de estudio. No se excluyeron
cochinillos del estudio, y antes de terminar no se retir6 del estudio a ningin animal de ensayo. La Tabla 17 describe
los intervalos de tiempo para las actividades clave de este Ejemplo.
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Tabla 17. Actividades de Estudio

Dia de Estudio | Fechas Reales | Actividad de Estudio
(dd/mm/aa)
-3 04/04/03 Los cerdos se pesan; se hace un examen de salud; se distribuyen al azar en
grupos; se toman muestras de sangre
-3 04/04/03
0-21 del 07/04/03 al | Se vigila la salud general y los eventos adversos post-vacunacion
27/05/03
0 07/04/03 Se administran los IVPs respectivos a los Grupos 1-8
del 07/04/03 al | Se vigilan las reacciones en los sitios de inyeccion de los cerdos
) 14/04/03
0-7
14 21/04/03 Los Grupos 1-3, 5-8 se refuerzan con los respectivos IVPs; se toman muestras
de sangre de todos los cerdos
14-21 del 21/04/03 al | Se vigilan las reacciones a la inyeccion en los cerdos
28/04/03
19-21 del 26/04/03 al | Se tratan todos los cerdos con antibiodticos
28/04/03
21 28/04/03 Se transportan los cerdos desde Struve Labs, Inc. a Veterinary Resources, Inc.
(VRI)
22-50 del 28/04/03 al | Se vigilan los sintomas clinicos post-exposicién en los cerdos
27/05/03
22 29/04/03 Los grupos 1-10 se tratan con KLH/ICFA
25 02/05/03 Se toman muestras de sangre de todos los cerdos; se pesan todos los cerdos;
los Grupos 1-9 se exponen al material de exposicion de PCV2
28 05/05/03 Los grupos 1-10 se tratan con KLH/ICFA
32 09/05/03 Se toman muestras de sangre de todos los cerdos
46 23/05/03 Se administra INGELVAC® PRRS MLV a todos los grupos
Se toman muestra de sangre, se pesan y someten a necropsia todos los
50 27/05/03 cerdos; se registran lesiones macroscoépicas; se evaluan las lesiones en los
pulmones; se guardan muestras de tejido recientes y fijadas con formalina; se
completa la fase vin vivo del estudio

Después de completarse la fase in vivo del estudio, tejidos fijados con formalina fueron examinados por
inmunohistoquimica (IHC) para la deteccion de antigeno de PCV2 por parte de un patélogo, las muestras de sangre
se evaluaron en cuanto a la serologia de PCV2 y la ganancia de peso media diaria (ADWG) fue determinada desde
el Dia 25 al Dia 50.

Los animales fueron alojados en el primer sitio de estudio en jaulas individuales en siete recintos desde el
nacimiento hasta aproximadamente 11 dias de edad (aproximadamente el Dia 0 del estudio). Cada recinto era
idéntico en su distribucion y consistia en jaulas de acero inoxidable individuales apiladas, siendo suministrado aire
calentado y filtrado por separado a cada una de las unidades de aislamiento. Cada recinto disponia de calor y
ventilacién separados, proporcionando con ello una contaminacién cruzada de aire entre los recintos. Los animales
fueron alojados en dos edificios diferentes en el segundo sitio de estudio. EI Grupo 10 (el grupo control estricto
negativo) fue alojado por separado en un edificio de acabado convertido y los Grupos 1-9 fueron alojados en un
edificio de parto convertido. Cada grupo fue alojado en un redil separado (14-15 cerdos por redil) y cada redil
proporcionaba aproximadamente 1 metro cuadrado por cerdo. Los Grupos 2, 4 y 8 fueron alojados en tres rediles
adyacentes en un lado del pasadizo y los Grupos 1, 3, 5, 6, 7 y 9 fueron alojados en seis rediles adyacentes en el
otro lado del pasadizo. La separacion de los Grupos era debida a la preocupacion del Monitor del Estudio de que
vacunas administradas a los Grupos 2, 4 y 8 no habian sido inactivadas por completo. Cada redil se encontraba
sobre una cubierta elevada con pisos de lamas de plastico. Un foso debajo de los rediles servia como depdsito de
excrementos y desechos. Cada edificio tenia sus sistemas calefactores y de ventilacion separados, con escasa
probabilidad de contaminacién cruzada de aire entre los edificios.

En el primer sitio de estudio, los cochinillos fueron alimentados con una racién de leche especialmente formulada
desde el nacimiento hasta aproximadamente 3 semanas de edad. Todos los cochinillos consumian una racién
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sélida, especial mixta el Dia 21 (aproximadamente 4 2 semanas de edad). En el segundo sitio de estudio, se
aliment6 a todos los cerdos con una racién mixta comercial habitual, no medicada, en cuanto a su edad y peso, ad
libitum. También se disponia ad libitum de agua en los dos sitios de estudio.

Todos los cerdos fueron tratados con 1,0 mL de NAXCEL®, IM, en jamones alternantes los Dias 19, 20 y 21.
Ademas, el Cerdo n® 11 (Grupo 1) fue tratado con 0,5 mL de NAXCEL® el Dia 10, el Cerdo n® 13 (Grupo 10) fue
tratado con 1 mL de penicilinay 1 mL de PREDEF® 2X el Dia 10, el Cerdo n? 4 (Grupo 9) fue tratado con 1,0 mL de
NAXCEL® IM el Dia 11, y los Cerdos 1 (Grupo 1), 4 y 11 fueron tratados cada uno con 1,0 mL de NAXCEL® el Dia
14 por diversos motivos de salud.

Mientras se encontraban en los dos sitios de estudio, los cerdos se encontraban bajo cuidado veterinario. Todos los
animales gozaba de buen estado de salud y nutricional antes de la vacunacion, segun se determina por observacion
el Dia 0. Se observd que todos los animales de ensayo gozaba de buen estado de salud y nutricional antes del
exposicion. Las carcasas y los tejidos fueron desechados mediante vertido. La disposicién final de los animales de
estudio se registr6 en el Registro de Disposicién de los Animales.

Los Dias 0 y 14, los cerdos asignados a los Grupos 1-3 y 5-8 recibieron 2,0 mL de vacunas 1-4 de PCV2,
respectivamente, IM en las zonas derecha e izquierda del cuello, respectivamente, utilizando una jeringa Luer-lock
estéril de 3,0 mL y una aguja estéril de 20g x ¥2". Los cerdos asignados al Grupo 4 recibieron 1,0 mL de vacuna n® 2
de PCV2, IM en la zona derecha del cuello, utilizando una jeringa Luer-lock estéril de 3,0 mL y una aguja estéril de
20g x 2" el Dia 0 solamente.

El Dia 22 todos los cerdos de ensayo recibieron 2,0 mL de KLH/ICFA IM en la zona izquierda del cuello utilizando
una jeringa Luer-lock estéril de 3,0 mL y una aguja estéril de 20g x1". El Dia 28 todos los cerdos de ensayo
recibieron 2,0 mL de KLH/ICFA IM en la zona del jamén derecho utilizando una jeringa Luer-lock estéril de 3,0 mL y
una aguja estéril de 20g x1".

El Dia 25, los cerdos asignados a los Grupos 1-9, recibieron 1,0 mL de material de exposicion ISUVDL de PCV2
(3,98 logio TCIDso/mL), IM en la zona derecha del cuello utilizando una jeringa Luer-lock estéril de 3,0 mL y una
aguja estéril de 20g x 1". Se administr6é 1,0 mL adicional del mismo material, IN a cada cerdo (0,5 mL por fosa nasal)
utilizando una jeringa Luer-lock estéril de 3,0 mL y una canula nasal.

El Dia 46 todos los cerdos de ensayo recibieron 2,0 mL de INGELVAC® PRRS MLV, IM, en la zona derecha del
cuello utilizando una jeringa Luer-lock estéril de 3,0 mL y una aguja estéril de 20g x1". EIl PRRSV MLV fue
administrado en un intento de aumentar la virulencia del material de exposicién a PCV2.

Los cerdos de ensayo fueron observados diariamente en cuanto a la salud general y sucesos adversos el Dia -3 y
desde el Dia 0 al Dia 21. Cada uno de los cerdos fue puntuado en cuanto a comportamiento normal o anormal,
respiracion o tos. Las observaciones se registraron en el Registro de Observacién Clinica. Todos los cerdos de
ensayo fueron observados desde el Dia 0 hasta el Dia 7, y el Grupo 7 fue observado adicionalmente desde el Dia 14
hasta el 21, en cuanto a las reacciones del sitio de inyeccion. La ganancia de peso media diaria se determind
pesando a cada cerdo sobre una escala calibrada los Dias -3, 25 y 50, o el dia en que se encontr6 muerto a un
cerdo después del exposicion. Los pesos corporales se registraron en el Formulario de Peso Corporal. Los pesos
corporales del Dia -3 se utilizaron para bloquear a los cerdos antes del reparto aleatorio. Los datos de peso del Dia
25 y del Dia 50 se utilizd para determinar la ganancia de peso media diaria (ADWG) para cada cerdo durante estos
momentos. Para los cerdos que murieron después del exposicién y antes del Dia 50, la ADWG se ajustd para
representar la ADWG desde el Dia 25 hasta el dia de su muerte.

Con el fin de determinar la serologia de PCV2, sangre entera venosa se recogié de cada cochinillo del seno venoso
orbital los Dias -3 y 14. Para cada cochinillo, la sangre se tomé del seno venoso orbital insertando un tubo capilar
estéril en el canto medial de uno de los ojos y drenando aproximadamente 3,0 mL de sangre entera en un Tubo
Separador de Suero (SST - siglas en inglés) de 4,0 mL. Los Dias 25, 32 y 50 se tomé sangre entera venosa de cada
cerdo de la vena cava anterior utilizando una aguja estéril 20g x 1 ¥2" Vacutainer® (Becton Dickinson and Company,
Franklin Lakes, Nueva Jersey), un soporte de aguja Vacutainer® y un SST de 13 mL. Las tomas de sangre en cada
instante se registraron en el Registro de Toma de Muestras. Se dej6 que se coagulara la sangre en cada SST, cada
SST fue centrifugado y se recolectd el suero. El suero recolectado fue transferido a un tubo con tapén de cierre
rapido estéril y se almacend a -70x 10° C hasta que se someti6é a ensayo con posterioridad. Las muestras de suero
fueron sometidas a ensayo en cuanto a la presencia de anticuerpos de PCV2 por parte del personal de BIVI-R&D.

Los cerdos fueron observados una vez al dia desde el Dia 22 al Dia 50 en cuanto a sintomas clinicos y fueron
puntuados en cuanto al comportamiento normal o anormal, la respiracién o tos. Las observaciones clinicas se
registraron en el Registro de Observacion Clinica.

Los cerdos n° 46 (Grupo 1) y 98 (Grupos 9) murieron en el primer sitio de estudio. Estas dos muertes fueron
catalogadas como muertes por hemorragia y no se realizaron necropsias en estos dos cerdos. En el segundo sitio
de estudio, se realiz6 una necropsia a los cerdos que morian después del exposicién y antes del Dia 50, y a los
cerdos sometidos a eutanasia el Dia 50. Se anotaron cualesquiera lesiones macroscopicas y los porcentajes de
I6bulos pulmonares con lesiones se registraron en el Formulario de Informe de la Necropsia.
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De cada uno de los cerdos a los que se realiz6 una necropsia en el segundo sitio de estudio, una muestra de tejido
de las tonsilas, pulmones, corazén, higado, nédulo linfatico mesentérico se dispuso en un solo recipiente con
formalina al 10% tamponada; mientras que otra muestra de tejido procedente de de los mismos 6rganos antes
mencionados se dispuso en un Whirl-pak® (M-Tech Diagnostics Ltd., Thelwall, Reino Unido) y cada Whirl-pak® se
dispuso en hielo. Cada recipiente se etiquetdé apropiadamente. Las recogidas de muestras se registraron en el
Formulario de Informe de la Necropsia. Después de ello, muestras de tejido fijado con formalina y el Formulario de
Peticion de Diagndstico se suministraron para el ensayo de IHC. El ensayo de IHC se efectué de acuerdo con
procesos de laboratorio estandares para muestras de recepcién, preparacion de muestras y portaobjetos y técnicas
de tincién. Tejidos recientes en Whirl-paks® fueron transportados con paquetes de hielo al Monitor del Estudio para
el almacenamiento (-70° = 10° C) y posible uso futuro.

Los tejidos fijados con formalina fueron examinados por un patélogo en cuanto a la deteccion de PCV2 mediante
IHC y se evaluaron utilizando el siguiente sistema de anotacion: 0 = ninguno; 1 = tincién escasa positiva, pocos
sitios; 2 = tincién moderada positiva, mdultiples sitios; y 3 = abundante tincion positiva, difusa por todo el tejido. Para
fines analiticos, una puntuacién de 0 se considerd “negativa,” y una puntuacion mayor que 0 se considero6 “positiva.”

Resultados

Se dan seguidamente los resultados para este ejemplo. Se anota que los Cerdos n® 46 y 98 murieron los dias 14 y
25, respectivamente. Estas muertes fueron catalogadas como muertes por hemorragia. El Cerdo n® 11 (Grupo 1)
resollaba con réapida respiracion el Dia 15. Por lo demaés, todos los cerdos eran normales en cuanto al
comportamiento, la respiracion y la tos durante este periodo de observacion y no se sefalaron sucesos adversos
sistémicos con ninguno de los grupos. No se sefialaron reacciones en el sitio de inyeccion después de la vacunacion
el Dia 0. Después de la vacunacion el Dia 14, siete (7) de catorce (14) cerdos del Grupo 1 (50,0%) tenia una
hinchazén con una puntuacién de “2” el Dia 15. Cuatro (4) de catorce (14) cerdos del Grupo 1 (28,6%) seguia
teniendo una hinchazén de “2” el Dia 16. Ninguno de estos otros grupos experimentd reacciones en el sitio de
inyeccion después de cualquier vacunacion.

Los resultados de la ganancia de peso media diaria (ADWG) se presentan a continuaciéon en la Tabla 18. De los
resultados del grupo se excluy6 a los Cerdos n®s 46 y 98 que murieron de hemorragia. El Grupo 4, que recibia una
dosis de 16 ug de vORF2 — Carbopol, tenia la ADWG mas alta (0,52 + 0,12 kg/dia), seguido de los Grupos 1, 2, 3, 5,
6 y 10 que tenian ADWGs que oscilaban entre 0,48 + 0,10 kg/dia a 0,50 + 0,12 kg/dia. El Grupo 9 tenia la ADWG
mas baja (0,40 £ 0,13 kg/dia), seguido de los Grupos 8 y 7, que tenian ADWGs de 0,42 + 0,14 kg/diay 0,41 £ 0,19
kg/dia, respectivamente.

Tabla 18. Sumario de las Ganancias de Peso Medias Diarias (ADWG) de cada grupo

Grupo Tratamiento N ADWG kg/dia
(Dia 25 a Dia 50) o ajustada para cerdos muertos
antes del Dia 50

rORF2 - 16 ug — IMS 1314 2 dosis 14 0,48 + 0,14 kg/dia
2 vORF2 — 16 pg — Carbopol 2 dosis 15 0,50 £ 0,07 kg/dia
3 rORF2 — 16 uyg — Carbopol 2 dosis 15 0,48 £ 0,09 kg/dia
4 vORF2 — 16 pg — Carbopol 1 dosis 15 0,52 £+ 0,12 kg/dia
5 rORF2 — 4 ug — Carbopol 1 dosis 15 0,48 £ 0,12 kg/dia
6 rORF2 — 1 ug — Carbopol 2 dosis 15 0,50 £ 0,12 kg/dia
7 rORF2 — 0,25 pg — Carbopol 2 dosis 15 0,45 £ 0,20 kg/dia
8 KV > 8,0 log — Carbopol 2 dosis 15 0,42 + 0,15 kg/dia
9 Controles de exposicion 14 0,36 + 0,13 kg/dia
10 Controles Estrictos Negativos 15 0,48 + 0,10 kg/dia

vORF2 = ORF2 viral aislado; rORF2 = ORF2 expresado en baculovirus recombinante; KV o virus muertos de células
completas = virus PCV2 desarrollado en un cultivo celular adecuado

Los resultados de la serologia de PCV2 se presentan a continuacion en la Tabla 19. Todos los diez (10) grupos eran
seronegativos para PCV2 el Dia -3. El Dia 14, los titulos de PCV2 seguian bajos para los diez (10) grupos (intervalo
de 50-113). El Dia 25, el Grupo 8, que recibia la vacuna de virus matado de células completas tenia el titulo de
PCV2 mas alto (4617), seguido del Grupo 2, que recibia 16 ug de vVORF2 — Carbopol, el Grupo 4, que recibia como
dosis Unica 16 pug de vORF2 — Carbopol, y el Grupo 3, que recibia 16 ug de rORF2 — Carbopol, que tenian titulos de
2507, 1920 y 1503, respectivamente. El Dia 32 (una semana post exposicién), los titulos para los Grupos 1-6 y el
Grupo 8 oscilaban entre 2360 y 7619; mientras que los Grupos 7 (0,25 pg de rORF2 — Carbopol), 9 (Control de
exposicion) y 10 (control estricto negativo) tenia titulos de 382, 129 y 78, respectivamente. El Dia 50 (dia de la
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necropsia), los diez (10) grupos mostré altos titulos de PCV2 (= 1257).

Los Dias 25, 32 y 50, el Grupo 3, que recibia dos dosis de 16 yg de rORF2 — Carbopol tenia titulos de anticuerpos
mayores que el Grupo 1, que recibia dos dosis de 16 pug de rORF2 — IMS 1314. Los Dias 25, 32 y 50, Grupo 2, que
recibia dos dosis de 16 ug de vORF2 tenia titulos mayores que el Grupo 4, que recibia solamente una dosis de la
misma vacuna. Los Grupos 3, 5, 6, 7, que recibian niveles decrecientes de rORF2 — Carbopol, de 16, 4, 1y 0,25 g,
respectivamente, mostro titulos de anticuerpos correspondientemente decrecientes los Dias 25y 32.

Tabla 19. Sumario del Grupo de Titulos IFA de PCV2

Grupo | Tratamiento Dia -3 Dia 14** Dia 25*** Dia 32 Dia 50****
1 rORF2 - 16 pug — 50 64 646 3326 4314
IMS 1314 2 dosis
2 vORF2 — 16 ug — Carbopol 2 dosis 50 110 2507 5627 4005
3 rORF2 — 16 pg — Carbopol 2 dosis 50 80 1503 5120 6720
4 vORF2 — 16 ug — Carbopol 1 dosis 50 113 1920 3720 1257
5 rORF2 - 4 yg — Carbopol 2 dosis 50 61 1867 3933 4533
6 rORF2 - 1 pyg — Carbopol 2 dosis 50 70 490 2360 5740
7 rORF2 - 0,25 ug — Carbopol 2 dosis 50 73 63 382 5819
8 KV > 8,0 log — Carbopol 2 dosis 50 97 4617 7619 10817
9 Controles de exposicion 50 53 50 129 4288
10 Controles Estrictos Negativos 50 50 50 78 11205

vORF2 = ORF2 viral aislado; rORF2 = ORF2 expresado en baculovirus recombinante; KV o virus muertos de células
completas = virus PCV2 desarrollado en un cultivo celular adecuado

*Para fines de célculo, un titulo IFA <100 se designé como un titulo de “50"; un titulo IFA = 6400 se design6 como un
titulo de “12.800".

**Dia de exposicion
***Dia de la Necropsia

Los resultados de las observaciones clinicas post-exposicién se presentan a continuacion. La Tabla 20 incluye
observaciones para el Comportamiento Anormal, Respiracion Anormal, Tos y Diarrea. La Tabla 21 incluye los
resultados del Sumario de Incidencia de los Sintomas Clinicos Globales del Grupo y la Tabla 22 incluye los
resultados del Sumario de Tasas de Mortalidad del Grupo Post-exposicion. La incidencia del comportamiento
anormal, respiracion anormal y tos post-exposicién era baja en cerdos que recibian 16 pg de rORF2-IMS 1314
(Grupo 1), 16 ug de rORF2—Carbopol (Grupo 3), 1 ug de rORF2—Carbopol (Grupo 6), 0,25 ug de rORF2—Carbopol
(Grupo 7), y en cerdos en el Grupo Control de exposicion (Grupo 9). La incidencia del comportamiento anormal,
respiracién anormal y tos post-exposicion era cero en cerdos que recibian 16 pg de vORF2—Carbopol (Grupo 2), una
dosis Unica de 16 pg de vVORF2—Carbopol (Grupo 4), 4 ug de rORF2—Carbopol (Grupo 5), >8 log de KV—Carbopol
(Grupo 8), y en cerdos en el Grupo Control Estricto Negativo (Grupo 10).

La incidencia global de los sintomas clinicos vari6 entre grupos. Los cerdos que recibian de 16 ug de vVORF2—
Carbopol (Grupo 2), una dosis unica de 16 yg de vORF2-Carbopol (Grupo 4), y los cerdos en el grupo control
estricto negativo (Grupo 10) tenia tasas de incidencia de 0%; cerdos que recibian 16 pg de rORF2—Carbopol (Grupo
3), y 1 ug de rORF2—Carbopol (Grupo 6) tenia tasas de incidencia de 6,7%; cerdos que recibian 16 pg de rORF2—
IMS 1314 (Grupo 1) tenian una tasa de incidencia global de 7,1%; cerdos que recibian 4 ug de rORF2—Carbopol
(Grupo 5), 0,25 pg de rORF2—Carbopol (Grupo 7) y vacuna KV >8 log tenia tasas de incidencia de 13,3%; y cerdos
en el Grupo Control de exposicién (Grupo 9) tenia una tasa de incidencia de 14,3%.

También variaban las tasas de mortalidad global entre grupos. El grupo 8, que recibia 2 dosis de vacuna de KV tenia
la tasa de mortalidad mas alta de 20,0%; seguido del Grupo 9, el grupo control de exposicion, y el Grupo 7, que
recibia 0,25 yg de rORF2—Carbopol y tenia tasas de mortalidad de 14,3% y 13,3%, respectivamente. El Grupo 4,
que recibia una dosis de 16 ug de vVORF2—Carbopol tenia una tasa de mortalidad de 6,7%. Todos los otros Grupos
1,2, 3, 5,6y 10 tenia una tasa de mortalidad del 0%.
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Tabla 20. Sumario de Observaciones del Grupo para el Comportamiento Anormal, Respiracion Anormal y
Tos Post-Enfriamiento

Grupo | Tratamiento N Comportamiento | Comportamiento Tos?®
Anormal Anormal®
1 rORF2 - 16 ug — IMS 1314 2 dosis 14 0/14 (0%) 0/14 (0%) 1/14 (7,1 %)
2 vORF2 — 16 ug — Carbopol 2 dosis 15 0/15 (0%) 0/15 (0%) 0/15 (0%)
3 rORF2 — 16 ug — Carbopol 2 dosis 15 0/15 (0%) 0/15 (0%) 1/15 (6,7 %)
4 vORF2 — 16 pg — Carbopol 1 dosis 15 0/15 (0%) 0/15 (0%) 0/15 (0%)
5 rORF2 - 4 ug — Carbopol 2 dosis 15 1/15 (6,7 %) 1/15 (6,7 %) 0/15 (0%)
6 rORF2 - 1 yg — Carbopol 2 dosis 15 0/15 (0%) 0/15 (0%) 1/15 (6,7 %)
7 rORF2 - 0,25 ug — Carbopol 2 dosis 15 0/15 (0%) 1/15 (6,7 %) 1/15 (0,67 %)
8 KV > 8,0 log — Carbopol 2 dosis 15 1/15 (6,7 %) 1/15 (6,7 %) 0/15 (0%)
9 Controles de exposicién 14 114 (7,1 %) 1/14 (7,1 %) 2/14 (14/3%)
10 | Controles Estrictos Negativos 15 0/15 (0%) 0/15 (0%) 0/15 (0%)

NUmero total de cerdos en cada grupo que mostré algiin comportamiento anormal durante al menos un dia
2Namero total de cerdos en cada grupo que mostrd alguna respiracion anormal durante al menos un dia
5 3Namero total de cerdos en cada grupo que mostrd tos durante al menos un dia

Tabla 21. Sumario de la Incidencia Global del Grupo de Sintomas Clinicos Post-exposicion

Grupo Tratamiento N Incidencia de cerdos con Tasa de
Sintomas Clinicos’ Incidencia

1 rORF2 - 16 ug — IMS 1314 2 dosis 14 1 71 %
2 vORF2 — 16 pg — Carbopol 2 dosis 15 0 0,0 %
3 rORF2 — 16 ug — Carbopol 2 dosis 15 1 6,7 %
4 vORF2 — 16 pg — Carbopol 1 dosis 15 0 0,0 %
5 rORF2 - 4 ug — Carbopol 2 dosis 15 2 13,3 %
6 rORF2 - 1 yg — Carbopol 2 dosis 15 1 6,7 %
7 rORF2 - 0,25 ug — Carbopol 2 dosis 15 2 13,3 %
8 KV > 8,0 log — Carbopol 2 dosis 15 2 13,3 %
9 Controles de exposicion 14 2 14,3 %
10 Controles Estrictos Negativos 15 0 0,0 %

vORF2 = ORF2 viral aislado; rORF2 = ORF2 expresado en baculovirus recombinante; KV o virus muertos de células
completas = virus PCV2 desarrollado en un cultivo celular adecuado

Numero total de cerdos en cada grupo que mostro cualquier sintoma clinico durante al menos un dia

10 Tabla 22. Sumario de las Tasas de Mortalidad del Grupo Post-exposicion
Grupo Tratamiento N Muertes Post- Tasa de Mortalidad
exposicion
1 rORF2 - 16 ug — IMS 1314 2 dosis 14 0 0,0 %
2 vORF2 — 16 pg — Carbopol 2 dosis 15 0 0,0 %
3 rORF2 — 16 pg — Carbopol 2 dosis 15 0 0,0 %
4 vORF2 - 16 pug — Carbopol 1 dosis 15 1 6,7 %
5 rORF2 - 4 yg — Carbopol 2 dosis 15 0 0,0 %
6 rORF2 - 1 pug — Carbopol 2 dosis 15 0 0,0 %
7 rORF2 - 0,25 pug — Carbopol 2 dosis 15 2 13,3 %
8 KV > 8,0 log — Carbopol 2 dosis 15 3 20,0 %
9 Controles de Exposicion 14 2 14,3 %
10 Controles Estrictos Negativos 15 0 0,0 %

vORF2 = ORF2 viral aislado; rORF2 = ORF2 expresado en baculovirus recombinante; KV o virus muertos de células
completas = virus PCV2 desarrollado en un cultivo celular adecuado
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El Sumario del Porcentaje Medio de Lesiones Pulmonares y la Diagnosis Tentativa se da a continuacién en la Tabla
23. El Grupo 9, el grupo control de exposicion, tenia el porcentaje mas alto de lesiones pulmonares con una media
de 10,81 + 23,27%, seguido del Grupo 7, que recibia 0,25 pg de rORF2-Carbopol y tenia una media de 6,57 *
24,74%, el Grupo 5, que recibia 4 ug de rORF2—Carbopol y tenia una media de 2,88 + 8,88%, y el Grupo 8, que
recibia la vacuna de KV y tenia una media de 2,01 + 4,98%. Los restantes seis (6) grupos tenian un porcentaje
medio de lesiones pulmonares que oscilaba entre 0,11 + 0,38% y 0,90 £ 0,15%.

El diagndstico tentativo de neumonia variaba entre los grupos. El Grupo 3, que recibia dos dosis de 16 pg de
rORF2—Carbopol, tenia el diagnéstico tentativo de neumonia mas bajo, con 13,3%. El Grupo 9, el grupo control de
exposicion, tenia al 50% del grupo diagnosticado tentativamente de neumonia, seguido del Grupo 10, el grupo
control estricto negativo y el Grupo 2, que recibieron dos dosis de 16 ug de vVORF2—Carbopol, con 46,7% de 40%,
respectivamente, diagnosticado tentativamente de neumonia.

Los Grupos 1, 2, 3, 5, 9 y 10 tenian el 0% del grupo diagnosticado tentativamente como infectado con PCV2;
mientras que el Grupo 8, que recibia dos dosis de vacuna KV, tenia la mas alta tasa en el grupo del diagnéstico
tentativo de infeccion por PCV2, con el 20%. El Grupo 7, que recibia dos dosis de 0,25 pug de rORF2—Carbopol, y el
Grupo 4, que recibia una dosis de 16 ug de vVORF2—-Carbopol tenian diagnésticos de grupo tentativos de infeccion
por PCV2 en el 13,3% y 6,7% de cada grupo, respectivamente.

Ulceras gastricas fueron sélo diagnosticadas en un cerdo en el Grupo 7 (6,7%); mientras que los otros 9 grupos
permanecieron exentos de Ulceras géastricas.

Tabla 23. Sumario del % Medio de Lesiones Pulmonares y Diagndstico Tentativo en el Grupo

Grupo Tratamiento N N¢ de cerdos que secreto Tasa de Incidencia
durante al menos un dia

1 rORF2 - 16 ug — IMS 1314 2 dosis 15 0 0%
2 vORF2 — 16 pg — Carbopol 2 dosis 15 1 6,7 %
3 rORF2 — 16 uyg — Carbopol 2 dosis 15 3 20,0 %
4 vORF2 — 16 pg — Carbopol 1 dosis 15 2 13,3 %
5 rORF2 - 4 ug — Carbopol 2 dosis 15 3 20,0 %
6 rORF2 - 1 ug — Carbopol 2 dosis 15 6 40,0 %
7 rORF2 — 0,25 pg — Carbopol 2 dosis 15 7 46,7 %
8 KV > 8,0 log — Carbopol 2 dosis 15 12 80 %
9 Controles de Exposicion 14 14 100,0 %
10 Controles Estrictos Negativos 15 14 93,3 %

vORF2 = ORF2 viral aislado; rORF2 = ORF2 expresado en baculovirus recombinante; KV o virus muertos de células
completas = virus PCV2 desarrollado en un cultivo celular adecuado

El Sumario de los Resultados de la Incidencia IHC Positiva en el Grupo se muestran a continuacion en la Tabla 24.
El Grupo 1 (16 pug de rORF2 — IMS 1314) tenia la tasa de grupo mas baja de resultados IHC positivos con 0% de los
cerdos positivos para PCV2, seguido del Grupo 2 (16 ug de vVORF2 — Carbopol) y del Grupo 4 (dosis Unica de 16 ug
de vORF2 — Carbopol), que tenia tasas IHC del grupo de 6,7% y 13,3%, respectivamente. El Grupo 9, el grupo
control de exposicion, tenia la tasa de incidencia IHC positiva mas alta con un 100% de los cerdos positivos para
PCV2, seguido del Grupo 10, el grupo control estricto negativo, y el Grupo 8 (vacuna de KV), con 93,3% y 80% de
los cerdos positivos para PCV2, respectivamente.

Tabla 24. Sumario de la Tasa de Incidencia IHC Positiva en el Grupo

Grupo | Tratamiento N Ne de cerdos que secretd Tasa de Incidencia
durante al menos un dia

1 rORF2 - 16 ug — IMS 1314 2 dosis 15 0 0%

2 vORF2 — 16 pg — Carbopol 2 dosis 15 1 6,7 %
3 rORF2 — 16 ug — Carbopol 2 dosis 15 3 20,0 %
4 vORF2 — 16 pg — Carbopol 1 dosis 15 2 13,3 %
5 rORF2 - 4 ug — Carbopol 2 dosis 15 3 20,0 %
6 rORF2 - 1 yg — Carbopol 2 dosis 15 6 40,0 %
7 rORF2 — 0,25 pg — Carbopol 2 dosis 15 7 46,7 %
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8 KV > 8,0 log — Carbopol 2 dosis 15 12 80 %
9 Controles de Exposicion 14 14 100,0 %
10 Controles Estrictos Negativos 15 14 93,3 %

vORF2 = ORF2 viral aislado; rORF2 = ORF2 expresado en baculovirus recombinante; KV o virus muertos de células
completas = virus PCV2 desarrollado en un cultivo celular adecuado

Discusion

En este ejemplo se evaluaron siete vacunas contra PCV2, que incluian una alta dosis (16 pg) de antigeno rORF2
adyuvado con IMS 1314 administrado dos veces, una alta dosis (16 pg) de antigeno vORF2 adyuvado con Carbopol
administrado una vez a un grupo de cerdos y dos veces a un segundo grupo de cerdos, una alta dosis (16 pg) de
antigeno rORF2 adyuvado con Carbopol administrado dos veces, una dosis de 4 ug de antigeno rORF2 adyuvado
con Carbopol administrado dos veces, una dosis de 1 ug de antigeno rORF2 adyuvado con Carbopol administrado
dos veces, una baja dosis (0,25 ug) de antigeno rORF2 adyuvado con Carbopol administrado dos veces, y una alta
dosis (> 8 log) de vacuna contra PCV2 de células enteras muertas, adyuvada con Carbopol. En general, el Grupo 1,
que recibia dos dosis de 16 pug de rORF2 — IMS 1314, se comportaba ligeramente mejor que los Grupos 2 a 7, que
recibian vacunas que contenian diversos niveles de antigeno vORF2 o rORF2 adyuvado con Carbopol y mucho
mejor que el Grupo 8, que recibia dos dosis de vacuna contra PCV2 de células enteras muertas. El Grupo 1 tenia la
tercera ADWG mas alta (0,81 + 0,14 kg/dia), la incidencia mas baja de comportamiento anormal (0%), la incidencia
mas baja de respiracién anormal (0%), una incidencia baja de tos (7,1%), una baja incidencia de sintomas clinicos
globales (7,1%), estaba empatado con otros tres grupos en cuanto a la mas baja tasa de mortalidad (0%), la
segunda tasa mas baja del % medio de lesiones pulmonares (0,15 + 0,34%), la segunda tasa mas baja de neumonia
(21,4%) y la tasa de incidencia mas baja para tejidos IHC positivos (0%). Sin embargo, el Grupo 1 era el Unico grupo
en donde se observaban reacciones en el sitio de inyeccion, que incluia el 50% de los vacunados 1 dia después de
la segunda vacunacion. Las otras vacunas administradas a los Grupos 2 a 7 se comportaban mejor que la vacuna
muerta y casi tan bien como la vacuna administrada al Grupo 1.

El Grupo 8, que recibia dos dosis de vacuna contra PCV2 muerta, adyuvada con Carbopol, tenia el peor conjunto de
resultados para cualquier grupo de vacuna. El Grupo 8 tenia la ADWG mas baja (0,42 + 0,15 kg/dia), la segunda
tasa mas alta de comportamiento anormal (6,7%), la tasa mas alta de respiracién anormal (6,7%), estaba empatada
con otros tres grupos en cuanto a la tasa de incidencia global méas alta de sintomas clinicos (13,3%), tenia la mas
alta tasa de mortalidad de todos los grupos (20%), y tenia la tasa IHC positiva mas alta (80%) de cualquier grupo de
vacuna. Habia preocupacién que la vacuna contra PCV2 de células enteras muertas pudiera no haber sido
totalmente inactivada antes de la administracion al Grupo 8, que puede explicar los pobres resultados de este grupo.
Desgraciadamente, los datos definitivos no estaban disponibles para confirmar esta preocupacién. En general, en el
contexto de este ejemplo, una vacuna KV Convencional Muerta no ayudaba a reducir la enfermedad asociada a PCV2.

Como se ha mencionado previamente, ningln suceso adverso estaba asociado con las vacunas de ensayo, con la
excepcion de la vacuna adyuvada con IMS 1314. Reacciones en el sitio de inyeccion se notaron en el 50,0% de los
cerdos 1 dia después de la segunda vacunacién con la vacuna formulada con IMS 1314 y en el 28,6% de los cerdos
2 dias después de la segunda vacunacién. No se notaron reacciones en ningun cerdo que recibian vacunas
adyuvadas con Carbopol. Deberia continuarse con cualquier estudio adicional que incluia cerdos vacunados con
vacunas adyuvadas con IMS 1314 para vigilar estrechamente a cerdos en cuanto a las reacciones en el sitio de
inyeccién.

Todos los cerdos eran sero-negativos para PCV2 el Dia -3 y solo el Grupo 2 tenia un titulo superior a 100 el Dia 14.
El Dia 25 (dia de la exposicion), el Grupo 8 tenia el titulo de anticuerpos contra PCV2 mas alto (4619), seguido del
Grupo 2 (2507). Con la excepcion de los Grupos 7, 9 y 10, todos los grupos mostraron una fuerte respuesta a los
anticuerpos hacia el Dia 32. Hacia el Dia 50, todos los grupos, incluidos los Grupos 7, 9 y 10 mostraron una fuerte
respuesta a los anticuerpos.

Una de las caracteristicas distintivas de la infeccién por PCV2 en fase tardia y el subsiguiente desarrollo de PMWS
es el retardo en el crecimiento de cerdos destetados, y en casos graves, se observa una pérdida de peso. La
ganancia de peso media diaria de los grupos es un método cuantitativo de demostrar el retardo de crecimiento o la
pérdida de peso. En este ejemplo no habia una gran diferencia en la ADWG entre grupos. El Grupo 8 tenia la mas
baja ADWG de 0,40 + 0,12 kg/dia, mientras que el Grupo 4 tenia la mas alta ADWG 0,53 + 0,11 kg/dia. Dentro del
contexto de este estudio no habia una diferencia suficiente entre grupos para basar la futura eficacia de la vacuna
sobre la ADWG.

Ademas de la pérdida de peso — dispnea, letargia, palidez de la piel y, a veces, ictericia son sintomas clinicos
asociados con PMWS. En este ejemplo, para cada grupo se observaron, de manera no frecuente, un
comportamiento anormal y una respiracion anormal y tos. Como se evidencia en este estudio, este modelo de
exposicion y cepa de exposicién no dan como resultado sintomas clinicos abrumadores, y este no es un parametro
fuerte en donde basar la eficacia de la vacuna.

En general, las tasas de mortalidad no eran tan altas en este ejemplo y la ausencia de una alta tasa de mortalidad
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en el grupo control de exposicion limita este parametro en donde basar la eficacia de la vacuna. Antes del Dia 46, en
cada uno de los Grupos 4 y 7 moria uno de quince cerdos, en el Grupo 9 morian dos de catorce cerdos y en el
Grupo 8 morian tres de quince cerdos. Debido al hecho de que el Grupo 9, el grupo control de exposicién, no
mostraba sintomas clinicos de PCV2 y solamente se habian producido dos muertes en este grupo hacia el Dia 46,
se administro a todos los cerdos la vacuna MLV del Virus del Sindrome Respiratorio y Reproductor Porcino (PRRSV)
MLV el Dia 46. Estudios anteriores habian utilizado INGELVAC® PRRS MLV como un inmunoestimulante para
exasperar la enfermedad PMWS asociada a PCV2 y las tasas de mortalidad eran mas altas en estos estudios
anteriores. Se producian dos muertes poco después de administrar la vacuna PRRS el Dia 46 — el Grupo 4 tenia
una muerte el Dia 46 y el Grupo 7 tenia una muerte el Dia 47 — que probablemente no estaban asociadas con la
administracion de la vacuna PRRS. Hacia el Dia 50, el Grupo 8, que recibia dos dosis de vacuna muerta, tenia la
mas alta tasa de mortalidad (20%), seguido del Grupo 9 (control de exposicion) y el Grupo 7 (0,25 ug de rORF2 —
Carbopol), con tasas de mortalidad de 14,3% y 13,3%, respectivamente. En general, la administracién tardia de la
vacuna PRRS al modelo de exposicidén en la fase de observacién post-exposicién de este ejemplo no aumentaba
significativamente las tasas de mortalidad.

Lesiones macroscépicas en cerdos con PMWS secundaria a la infeccion por PCV2 consistia tipicamente en
linfoadenopatia generalizada en combinacion con uno 0 mas de lo siguiente: (1) neumonia intersticial con edema
interlobular, (2) palidez cutanea o ictericia, (3) higados atréficos moteados, (4) Ulceras gastricas y (5) nefritis. En la
necropsia (Dia 50), no se observd en ninguno de los grupos ictericia, hepatitis ni nefritis. Una Ulcera gastrica fue
observada en un cerdo del Grupo 7, pero no se examind especificamente una linfoadenopatia. En base a la
presencia de lesiones que eran consistentes con una infeccion por PCV2, tres grupos tenian al menos un cerdo
diagnosticado tentativamente con PCV2 (PMWS). El Grupo 8, que recibia dos dosis de vacuna muerta, tenia un 20%
diagnosticado tentativamente con PCV2, mientras que el Grupo 7 y el Grupo 4 tenian 13,3% y 6,7%,
respectivamente, diagnosticado tentativamente con PCV2. El % medio de puntuaciones de lesiones pulmonares
variaba entre grupos en la necropsia. Los Grupos 1, 2, 3, 4, 6 y 10 tenian un bajo % de puntuacién de lesiones
pulmonares que oscilaba entre 0,11 + 0,38% y 0,90 + 0,15%. Como era de esperar, el Grupo 9, el grupo control de
exposicion tenia el % medio mas alto de puntuaciones de lesiones pulmonares (10,81 + 23,27%). En los cuatro
grupos, el % medio de puntuaciones de lesiones pulmonares se elev6 debido a uno hasta tres cerdos en cada uno
de estos grupos que tenian puntuaciones muy altas de lesiones pulmonares. Las lesiones pulmonares eran
rojas/plrpura y estaban consolidadas. Tipicamente, las lesiones pulmonares asociadas con PMWS se describen
como de color canela y no colapsables con edema interlobular. Las lesiones pulmonares observadas en este estudio
no se asociaron con una infeccién por PCV2 o puede estar presente un segundo agente infeccioso pulmonar. Dentro
del contexto de este estudio, el % de puntuacién de lesiones pulmonares no reflejan, probablemente, una medida
verdadera de la cantidad de infeccion pulmonar debida a PCV2. De igual manera, también se puede haber sobre-
utilizado un diagnéstico tentativo de neumonia. Cualquier cerdo con lesiones pulmonares, algunas tan pequenas
como del 0,10%, fueron listados con un diagnéstico tentativo de neumonia. En este ejemplo no habia diferencia
suficiente entre grupos con respecto a lesiones macroscopicas y el % de lesiones pulmonares en donde basar la
eficacia de la vacuna.

Los resultados de IHC mostraron las mayores diferencias entre grupos. El Grupo 1 (16 yg de rORF2 — IMS 1314)
tenia los resultados IHC positivos mas bajos para el antigeno de PCV2 (0%); mientras que los Grupos 9 y 10 tenian
los resultados IHC positivos mas altos con tasas de incidencia de 100% y 93,3%, respectivamente. Los Grupos 3, 5,
6y 7, que recibian 16, 4, 1 6 0.25 pg de antigeno rORF2, respectivamente, adyuvados con Carbopol, tenian tasas
IHC positivas de 20%, 20%, 40% y 46,7%, respectivamente. El Grupo 2, que recibia dos dosis de 16 ug de vORF2
adyuvado con Carbopol tenia una tasa IHC positiva de 6,7%, mientras que el Grupo 4, que recibia solamente una
dosis de la misma vacuna, tenia una tasa IHC positiva de 13,3%. Debido a la naturaleza objetiva de este ensayo y al
hecho de que los resultados de IHC se correlacionaban con los resultados esperados, el ensayo de IHC es
probablemente uno de los mejores parametros en los que basar la eficacia de la vacuna.

Asi, en un aspecto de la presente invencion, se determina la Dosificacion Protectora Minima (MPD) de un antigeno
de ORF2 de PCV2 adyuvado con Carbopol en el modelo de cerdos CDCD en la cara de un exposicion de PCV2.
Cada uno de los Grupos 3, 5, 6 y 7 recibia dos dosis de antigeno rORF2 adyuvado con Carbopol, pero el nivel de
antigeno rORF2 variaba para cada grupo. Cada uno de los Grupos 3, 5, 6 y 7 recibia 16, 4, 1 6 0,25 pg de antigeno
rORF2, respectivamente. En general, la disminucién del nivel de antigeno rORF2 redujo los titulos de anticuerpos de
PCV2, y aumento la tasa de mortalidad, el % medio de lesiones pulmonares y la incidencia de tejidos IHC positivos.
De los cuatro grupos que recibian niveles variables de rORF2 — Carbopol, los Grupos 3 y 5, que recibian dos dosis
de 16 6 4 ug de antigeno rORF2, respectivamente, cada uno tenia una tasa IHC positiva de solamente 20%, y cada
uno tenia similares titulos de anticuerpos. En general, en base a los resultados IHC positivos, la dosificacion
protectora minima de antigeno rORF2 administrada dos veces es de aproximadamente 4 ug.

En otro aspecto de la presente invencion, se evalué la antigenicidad de antigenos de PCV2 recombinante (rORF2) y
VIDO R-1 (vVORF2). El Grupo 2 recibia dos dosis de 16 ug de vVORF2 y el Grupo 3 recibia dos dosis de 16 ug de
rORF2. Ambas vacunas estaban adyuvadas con Carbopol. Se encontré que las dos vacunas eran seguras y ambas
tenian una tasa de mortalidad de 0%. El Grupo 2 tenia un titulo de anticuerpos de PCV2 de 2507 el Dia 25, mientras
que el Grupo 3 tenia un titulo de anticuerpos de PCV2 de 1503. El Grupo 3 tenia una menor puntuacién del % medio
de lesiones pulmonares que el Grupo 2 (0,11 + 0,38% frente a 0,90 + 0,15%), pero el Grupo 2 tenia una menor tasa
de incidencia IHC positiva que el Grupo 3 (6,7% frente a 20%). En general, las dos vacunas tenian una antigenicidad
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similar, pero vVORF2 estaba asociada con resultados IHC ligeramente mejores.

Aun en otro aspecto de la presente invencion, se determind la idoneidad de dos coadyuvantes diferentes (Carbopol
e IMS 1314). Los dos Grupos 1 y 3 recibian dos dosis de vacuna que contenia 16 pg de antigeno rORF2, pero el
Grupo 1 recibia el antigeno adyuvado con IMS 1314, mientras que el Grupo 3 recibia el antigeno adyuvado con
Carbopol. Los dos grupos tenian esencialmente la misma ADWG, esencialmente la misma incidencia de sintomas
clinicos post-exposicion, la misma tasa de mortalidad, y esencialemente el mismo % medio de lesiones pulmonares;
pero el Grupo 1 tenia una tasa IHC positiva de 0%, mientras que el Grupo 3 tenia una tasa IHC positiva de 20%. Sin
embargo, el Grupo 3, que recibia la vacuna adyuvada con Carbopol, tenia mayores titulos de IFAT PCV2 los Dias
25, 32 y 50 que el Grupo 1, que recibia la vacuna adyuvada con IMS 1314. En general, a pesar de que la vacuna
contra PCV2 adyuvada con IMS 1314 proporcionaba mejores resultados IHC, no proporcionaba una proteccion
abrumadoramente mejor frente a una infeccion por PCV2 ni inducia una reaccion del sitio de inyeccién. Mientras que
la vacuna contra PCV2 adyuvada con Carbopol se comportaba casi tan bien como la vacuna adyuvada con IMS
1314, pero no estaba asociada a ningln suceso adverso.

Aun en otro aspecto de la presente invencion, se determiné la idoneidad de ORF2 de PCV2 como 1 ml, 1 dosis de
producto. Los Grupos 2 y 4 recibian ambos 16 pg de vacuna vORF2 adyuvada con Carbopol el Dia 0, pero el Grupo
2 recibia una segunda dosis el Dia 14. El Grupo 4 tenia una ADWG ligeramente mas alta y un menor % medio de
lesiones pulmonares que el Grupo 2, pero el Grupo 2 tenia titulos IFAT PCV2 més altos los Dias 25, 32 y 50, y una
tasa de incidencia ligeramente menor de tejidos IHC positivos. Todos los otros resultados para estos dos grupos
eran similares. En general, una dosis de vORF2 adyuvado con Carbopol se comportaba de manera similar a dos
dosis de la misma vacuna.

Lista de secuencias

<110> Boehringer Ingelheim Vetmedica, Inc.
Roof, Mike
Eichmeyer, Mark
Nitzel, Greg
Schaeffer, Merrill
Hayes, Phillip

<120> COMPOSICIONES INMUNOGENICAS DE PCV2 MULTIVALENTES Y METODOS PARA PRODUCIR
DICHAS COMPOSICIONES

<130> 36895-PCT
<160> 11
<170> PatentIn version 3.3

<210> 1
<211>8
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Esta es una secuencia de kozak modificada

<400> 1
ccgccatg 8

<210> 2
<211>6
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Esta es una secuencia Eco Rl recombinante.

<400> 2
gaattc 6

<210>3

<211> 713
<212> ADN
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<213> Circovirus porcino

<400> 3

cagctatgac
ttggccagat
gaaggaaaaa
aggaaaaatg
ttgttecececee
gaaaggttaa
gctecactge
acccatatgt
gttacttcac
aaaggaatca
gcactgegtt
tacaattcag

<210> 4
<211> 713
<212> ADN

gtatccaagg
cctecegeege
tggcatcttc
gcatcttcaa
gggagggggy
ggttgaatte
tgttattcta
aaactactce
acccaaacct
getttggetg
cgaaaacagt

agaatttaat

<213> Circovirus porcino

<400> 4

ccgecatgac
ttggccagat
gaaggaaaaa
ctaccacagt
ttgttecece
gaaaggttaa
gctccactge
acccatatgt
gttacttcac
aaaggaatca
gcactgecgtt
tacaattcag

<210>5
<211> 233
<212> PRT

gtatccaagg
cctocagecge
tggcatcttc
cacaacgccc
gggagggggg
ggttgaattc
tgttattcta
aaactactcc
acccaaacct
getttggetg
cgaaaacagt

agaatttaat

<213> Circovirus porcino

<400> 5

aggcgttacc
cgecectgyge
aacacccgcc
cacccgecte
accaacaaaa
tggcecetget
gatgataact
teccegecata
gttcttgact
aggctacaaa
aaatacgacc

cttaaagacc

aggcgttace
cgaccctgge
aacacccgcc
tcctgggegy
accaacaaaa
tggececetget
gatgataact
tcceogecata
gttcttgact
aggctacaaa
aaatacgacc

cttaaagacce
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gcagaagaag
tcgtecacee
tctccecgeac
tcccgecacct
tctctatace
cceccateac
ttgtaacaaa
caatccccea
ccactattga
cctctagaaa
aggactacaa

ccecacttaa

gcagaagaag
tagtocacee
tctcecegeac
tggacatgat
tetctatace
ceccccateac
ttgtaacaaa
caatccecceca
ccactattga
cctctagaaa
aggactacaa

ccccacttga

acaccgccce
cogeocacege
cttcggatat
tcggatatac
ctttgaatac
ccagggtgat
ggocacagec
acccttetee
ttacttccaa
tgtggaccac
tatccgtgta

accctaaatg

acaccgecca
cogocaccga
cttcggatat
gagatttaat
ctttgaatac
ccagggtgat
ggccacagce
acccttctcece
ttacttccaa
tgtggaccac
tatccgtgta

accctaagaa

57

cgcagccatc
tacegttgga
actgtggaga
tgtgacgact
tacagaataa
aggggagtgyg
ctaacctatg
taccactecc
ccaaataaca
gtaggccteg
accatgtatg

aat

cgcagccate
tacogttgga
actgtcaagg
attgacgact
tacagaataa
aggggagtgg
ctaacctatg
taccactcce
ccaaataaca
gtaggccteg
accatgtatg

tte

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

713

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

713
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Met Thr Tyr Pro Arg Arg Arg Tyr Arg Arg Arg Arg His
1 5 10

Ser His Leu Gly Gln Ile Leu Arg Arg Arg Pro Trp Leu
20 25

Arg His Arg Tyr Arg Trp Arg Arg Lys Asn Gly Ile Phe
35 40 45

Leu Ser Arg Thr Phe Gly Tyr Thr Val Lys Ala Thr Thr
50 55 60

Arg Pro Arg

15

Val His Pro

30

Asn Thr Arg

Val Thr Thr

Pro Ser Trp Ala Val Asp Met Met Arg Phe Asn Ile Asp Asp Phe

65 70 75

Pro Pro Gly Gly Gly Thr Asn Lys Ile Ser Ile Pro Phe
85 90

Arg Ile Arg Lys Val Lys Val Glu Phe Trp Pro Cys Ser
100 105

Gln Gly Asp Arg Gly Val Gly Ser Thr Ala Val Ile Leu
115 120 125

Phe Val Thr Lys Ala Thr Ala Leu Thr Tyr Asp Pro Tyr
130 135 140

Ser Ser Arg His Thr Ile Pro Gln Pro Phe Ser Tyr His
145 150 155

Phe Thr Pro Lys Pro Val Leu Asp Ser Thr Ile Asp Tyr
165 170

Asn Asn lLys Arg Asn Gln Leu Trp Leu Arg lLeu Gln Thr
180 185

Val Asp His Val Gly Leu Gly Thr Ala Phe Glu Asn Ser
195 200 205

Gln Asp Tyr Asn Ile Arg Val Thr Met Tyr Val Gln Phe
210 215 220

Asn Leu Lys Asp Pro Pro Leu Lys Pro
225 230

<210>6

<211> 233

<212> PRT

<213> Circovirus porcino

<400> 6

58

Glu

Pro

110

Asp

val

Ser

Phe

Ser

190

Lys

Arg

Tyr

95

Ile

Asp

Asn

Arg

Gln

175

Arg

Tyr

Glu

Val

80

Tyr

Thr

Asn

Tyr

Tyr

160

Pro

Asn

Asp

Phe
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Met Thr Tyr Pro Arg Arg Arg Tyr Arg Arg Arg Arg His Arg Pro Arg
1 5 10 15

Ser His Leu Gly Gln Ile Leu Arg Arg Arg Pro Trp Leu Val His Pro
20 25 30

Arg His Arg Tyr Arg Trp Arg Arg Lys Asn Gly Ile Phe Asn Thr Arg
35 40 45

Leu Ser Arg Thr Phe Gly Tyr Thr Val Lys Ala Thr Thr Val Thr Thr
50 55 60

Pro Ser Trp Ala Val Asp Met Met Arg Phe Asn Ile Asp Asp Phe Val
65 70 75 80

Pro Pro Gly Gly Gly Thr Asn Lys Ile Ser Ile Pro Phe Glu Tyr Tyr
85 90 95

Arg Ile Arg Lys Val Lys Val Glu Phe Trp Pro Cys Ser Pro Ile Thr
100 105 110

Gln Gly Asp Arg Gly Val Gly Ser Thr Ala Val Ile Leu Asp Asp Asn
115 120 125

Phe Val Thr Lys Ala Thr Ala Leu Thr Tyr Asp Pro Tyr Val Asn Tyr
130 135 140

Ser Ser Arg His Thr Tle Pro Gln Pro Phe Ser Tyr His Ser Arg Tyr
145 150 155 160

Phe Thr Pro Lys Pro Val Leu Asp Ser Thr Ile Asp Tyr Phe Gln Pro
165 170 175

Asn Asn Lys Arg Asn Gln Leu Trp Leu Arg Leu Gln Thr Ser Arg Asn
180 185 190

Val Asp His Val Gly Leu Gly Thr Ala Phe Glu Asn Ser Lys Tyr Asp
195 200 205

Gln Asp Tyr Asn Ile Arg Val Thr Met Tyr Val Gln Phe Arg Glu Phe
210 215 220

Asn Leu Lys Asp Fro Pro Leu Glu Pro
225 230

<210>7
<211> 756
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Esta secuencia es de Circovirus porcino tipo 2, marco de lectura abierto 2, junto con una porcién del vector
pGEM T-easy.

<400>7
gcggccgegg gaattcgatc cgccatgacg tatccaagga ggecgttaccg cagaagaaga 60
caccgcecccee geagocatet tggecagate ctecgecgec goocecctgget cgteocaccecco 120

59



10

cgccaccgcet
ttcggatata
agatttaata
tttgaatact
cagggtgata
gccacageec
cacttetoct
tacttccaac
gtggaccacg
atccgtgtaa

ccctaagaat

<210>8
<211> 10387
<212> ADN

accgttggag
ctgtcaaggc
ttgacgactt
acagaataag
ggggagtggy
taacctatga
accactcceg
caaataacaa
taggcctegg
ccatgtatgt

tctatcacta

<213> Artificial

<220>

<223> Esto es el Circovirus porcino tipo 2, construccion ORF2, que incluye baculovirus y pGEM T-easy secuencias

codificantes.

<400> 8
aagctttact

gaaagcacgt
ataaaagatt
gtgactagcg
ggagcaataa
gegggeetgt
gttcaagaat
ggcgtgcact
cacaccctgg
aaaattgaaa
tttaacaaat
tgcttcogett
gattaggceg
ggtttteocac

cgcacaacac

cgtaaagcga
gtaaaatgtt
ctaatctgat
aagaagatgt
tcgatttaac
tatacaaaaa
ttattgacac
gcacacacgg
gtattgecgece
gacaaaatta
actttatecect
gecteegttta
gatattctece
gtacgtettt

cggatgtttg

aaggaaaaat
taccacagtc
tgttecceeyg
aaaggttaag
ctocactget
cecatatgta
ttacttcaca
aaggaatcag
cactgegtte
acaattcaga

gtgaattege

gttgaaggat
tccegegegt
atgttttaaa
gtggaccgea
caacacgtct
aattcaagta
ggtaaaagaa
tattaatcgc
gcaggaagce
cgttcaagat
attttcaaat
gcttgtagee
accacaatgt
tggeoggtaa

cgettgteeg
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ggcatctteca
acaacgccct
Jggagggggga
gttgaattet
gttattetag
aactactect
cccaaacctg
ctttggetga
gaaaacagta
gaatttaatc

ggccege

catatttagt
tggcacaact
acacctttge
gaacagatag
aaatattatg
cctggecaga
tttacagaaa
accggttaca
atagatagat
ttattaattt
tgttgegett
gatcagtgge
tggcaacgtt
tagccgtaaa

cggggtattg

acacccgcect
cctgggeggt
ccaacaaaat
ggecctgete
atgataactt
cccgecatac
ttecttgacte
ggctacaaac
aatacgacca

ttaaagacce

tgegtttatg
atttacaatg
ggoccgagtt
taaaacaaaa
atggtgtgca
ctttgeegee
agtgtcccgg
tggtgtgcag
tcgaaaaagce
aattaatatt
cttecagega
gttgtteccaa
gatgttacgt
cgtagtgoeg

aaccgegega

60

ctcecegeace
ggacatgatg
ctctatacce
ccceatcace
tgtaacaaag
aatcecccaa
cactattgat
ctctagaaat
ggactacaat

cccacttgaa

agataagatt
cggccaagtt
gtttgegtac
ccctagtatt
ttttttgcegg
tgaaagcata
catgttggtg
atatttaatg
cagaggtcac
atttgecattc
accaaaacta
tcgacggtag
ttatgetttt
togogegtea

tocegacaaat

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

756

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900



ccaccacttt
tettttgeat
tgacctgcaa
actoettgttt
tgtgctcggt
gtttgatcge
gccattcttg
cggatttagt
cgctgttaga
tgtctacatg
aottggooac
cttctccaaa
tttgcaacaa
tatgggggaa
ggcgcaagcg
tacagttttg
atgacgccta
ctteccteegt
cgacgcacaa
ggcaatattg
cgttgggecat
tagtgcgatt
atcgagtcaa
gegegtattt
aataatatat
acgactatga
atctgtgeac
tgacceocogt
atgtcggtga
tggtgegaga
agagcgtcat

aaattgaccc

ggcaactaaa
ggtttcctgyg
atctttggcc
tttaacaagt
gaatgtcgca
gggatcgtac
taattctatg
aatgagcact
ggtagggcce
aacacgtata
gaacoggaco
tttaaattct
ctattgtttt
catgcgeccoge
gctaaaacgt
atttgcatat
caactccceg
gtggccgaac
gtatctgtac
gcaaattega
gtacgtccga
aaaacgttgt
gtgatcaaag
taacaaacta
tatgtatcgce
tagagatcaa
gogtteagge
agtgacaacg
cgttaaaact
ageegegaag
gtttagacaa

taactccata

teggtgacct
aagceggtgt
tcgatctget
tectaeggttt
atcagcttag
ttgocecggtge
gcgtaaggeca
gtatgegget
ccattttgga
gctttatcac
tgttggtege
ccaattttaa
ttaacgcaaa
tacaacactc
gttgegegtt
taacggcgat
cccgegttga
acgtecgageg
accgaatgat
aaatatatac
acgttgattt
acatecectcge
tgtggaataa
geecatettgt
acgtcaagaa
ataaagcgcey
acgagetttg
atcacegoecoca
attaagccat
tatggegaat
gaaagctaca

cacggtattc
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gogegtettt
acatgcggtt
tgtccttgat
tttgegecac
tcaccaactg
agagcacttg
atttggactt
gcaaatacaqg
tggtctgcte
aaactgtata
goteotageoad
cgcgagccat
ctaaacttat
gtcgttatga
caacgcggca
tttttaaatt
ctcgetgecac
ggtggtcgat
cgtcgggega
agttgggttyg
gcatgcaagce
ttttaatcat
tgttttcttt
aagttagttt
ttaacaatge
aattaaatag
attgtaataa
aaagaactgo
ccaatcgacc
geategtata
tatttaattg

tacaatggcg

tttetgeatt
tagatcagtec
ggcaacgatg
caccegettge
tttgctctcee
aggaattact
cataatcagc
cgggtegaace
aaataacgat
ttttaaactg
gtacogeagyg
tttgatacac
tgtggtaagce
acgcagacgg
aacatcgcaa
atcttattta
ctocgagcagt
gaccagcggce
aggcacgtcg
tttgegeata
cgaaattaaa
gccgtegatt
gtattccoga
catttaatge
gceoegttgte
cttgcgacge
gtttttacga
cgactacaaa
gttagtcgaa
acgtgtggag
atoceccogatga

gggttttggt

61

atttegtett
atgacgcgcy
cgttcaataa
agegegtttyg
tcctococeogtt
tcttctaaaa
tgaatcacgc
cttttoacga
ttgtatttat
ttagegacgt
ttgaacgtat
gtgtgtcgat
aataattaaa
cgcoggtete
aagccaatag
ataaatagtt
tcgttgacge
gtgccgecacyg
gcctocaagt
tetategtgg
tcattgcgat
aaatcgegea
gtcaagcgea
aactttatce
gcatctcaac
aacgtgcacg
agcgatgaca
attacogagt
tcaggaccge
tecgeteatt
ttttattgat

caaaatttce

360
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1380
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760

2820



ggactgegat
aattttaaaa
aatgtcgteg
aacgatttga
aactgttaca
getectgacge
atcaaatccc
ctotgbecgt
aaacaattat
catttgtagt
aatcattttce
tagacgectt
aattaacata
tgtcataaat
tgtaatttac
aatttatata
acgcagctte
ccaaaatgtt
ctgcgagcag
atcacaaact
gataaccatc
aaacctataa
cagcggcecgo
gacaccgccc
cocegecaceg
ccttcggata
tgagatttaa
ccetttgaata
cccagggtga
aggccacage

aacccttcete

tgtacatget
aacgcagcaa
acatgctgaa
aagaaaacaa
ttgeaaacgt
atttctacaa
aagatgtgta
ttgetggcaa
aaatgctaaa
attatctata
aaatgattca
gtegtcttet
gttattatcg
atatatgtet
aacagtgcta
atcaatgaat
ttctagttea
gtacgaaccg
ttgtttgttg
ggaaatgtet
tcegeaaataa
atattccgga
gggaattcga
ccgcagecat
ctaccgttgg
tactgtcaag
tattgacgac
ctacagaata
taggggagtyg
cctaacctat

ctaccactee

gttaacgget
gagaaacatt
caacaagatt
tgtacegege
ggtttegtgt
ccacgacteoe
taaaccacca
ctgcaagggt
tttgtttttt
attgaaaacg
cagttaattt
tcttegtatt
tatccatata
tttttaatgg
ttttctggta
ttgggatcegt
attacaccat
ttaaacaaaa
ttaaaaataa
atcaatatat
ataagtattt
ttattcatac
tcecgecatga
cttggccaga
agaaggaaaa
gctaccacag
tttgttocae
agaaaggtta
ggctecactg
gacccatatg

cgttacttca
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cageccacta
tgtatgaaag
aatatgeccte
ggeggtatgt
gocaagtgtg
aagtgtgtgg
aactgccaaa
cteaateocta
attaacgata
cgtagttata
gogacaatat
ccttetettt
tgtatctatc
ggtgtatagt
gttecttegga
cggttttgta
tttttagcag
acagttcacc
cagccattgt
agttgetgat
tactgtttte
cgtcccacca
cgtatccaag
tcctecgeeg
atggcatett
tcacaacgce
¢gggagygggy
aggttgaatt
ctgttattct
taaactactc

cacccaaacce

ttaatgaaat
aatgcgtaga
cgtgtataaa
acaggaagag
aaaaccgatg
gtgaagtcat
aaatgaaaac
tttgtaatta
caaaccaaac
atcgctgagg
aattttattt
ttcatttttc
gtatagagta
accgctgege
gtgtgttget
caatatgttg
caccggatta
tcecettttct
aatgagacgc
atcatggaga
gtaacagttt
tcgggegegy
gaggcgttac
cegeccetgg
caacaccoge
ctcectgggeg
gaccaacaaa
ctggoactge
agatgataac
cteeocgecat

tgttettgac

62

taaaaattce
aggaaagaaa
aaaaatattg
gtttatacta
tttaatcaag
geatetttta
tgtcgacaag
ttgaataata
gcaacaagaa
taatatttaa
tcacataaac
tcctcataaa
aattttttgt
atagttttte
ttaattatta
coggcatagt
acataacttt
atactattgt
acaaactaat
taattaaaat
tgtaataaaa
atcagatctg
cgcagaagaa
ctegtecace
ctetecegea
gtggacatga
atetctatac
tececcatea
tttgtaacaa
acaatceoceee

tccactattyg

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680



attactteca
atgtggacca
atatccgtgt
aaccctaaga
ggtacccggg
atccgtaatg
tacagggaaa
gtgatggatg
ttecctggeoec
atcgtogage
ggeggegget
atcgatcgtg
gctgaagagyg
ccagacgcac
atttattaag
aataattcat
tcagcgtctt
cgattagttt
tcgctcaacg
gtttgtgttt
tttcttteoat
tggacatatt
cocctegtegt
attgtgtogy
gattgcggge
acgttagaaa
ggeggtggty
ggaggcggag
ttaggcaaca
aceggtetga
tegtctaaag

gacatcgatg

accaaataac
cgtaggectc
aaccatgtat
attetatecac
atcctttect
ttaaacccga
cttggacceyg
ttttocttgt
aacacgctct
ctteatgggt
godacaataat
tcatctggga
aggaaattct
ctctgttcac
cgctagattce
taaatttata
tatatctgaa
caaacaaggg
ccacaaaact
tgttttgtaa
cactgtcgtt
taacatcggg
tagaagttgc
ctaacacgtc
gtttttgggce
gegatggtge
gagctgatga
geggaggtyg
cagtcggcac
gacgagtgeg
gtgcageggg

gtggtggtgg

aaaaggaatce
ggcactgcgt
gtacaattca
tagtgaatte
gggacccggce
cacgatgaag
cttcatggaa
tgtcaacatyg
gcgttgecgac
gggcagcaac
gaaccotteac
gaacttctac
ccttgaagtt
tggtceggeg
tgtgegttgt
atctttaggg
tttaaatatt
ttgtttttcc
tgccaaatct
taaaggtteg
agtgtacaat
cgtgttaget
ttcecgaagac
cgegatcaaa
gggtttcaat
aggcggtggt
taaatectace
tggoggtgat
ctcaactatt
attttttteyg

ttgaggttee

tggtggagge
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agetttgget
tcgaaaacag
gagaatttaa
geggecgeeyg
aagaaccaaa
cttgtegttg
gacagcttcc
cgbtaccacta
cccgactatg
aacgagtacc
tetgagtaca
aagcccatcg
tccctggtgt
tattaaaaca
tgatttacag
tggtatgtta
aaatcctcaa
gaaccgatgg
tgtagcagca
acgtegttea
tgactcgacg
ttattaggece
gattttgcca
tttgtagttyg
ctaactgtge
aacatttcag
atcggtggag
gcagacggey
gtactggttt
tttectaatag
gtecggeattg

gctggaatgt

gaggctacaa
taaatacgac
tcttaaagac
goeogoetecag
aactcactct
gatggaaagg
ccattgttaa
gacodaacoyg
tacctcatga
gcatcageet
ccaactegtt
tttacatcgg
tcaaagtaaa
cgatacattg
acaattgttg
gagcgaaaat
tagatttgta
ctggactatc
atctagcttt
aaatattatg
taaacacgtt
gattatcgte
tagccacacg
agetttttgyg
ccgattttaa
acggcaaatc
gegeaggegy
gtttaggete
cgggcegcogt
cttecaacaa
gtggagceggg

taggcacggg

63

acctotagaa
caggactaca
ccccecacttg
aattcetagaa
cttcaaggaa
aaaagagttc
cgaccaagaa
ttgttacaaa
cgtgattagg
ggctaagaag
agaacagtte
taccgactct
ggagtttgca
ttattagtac
tacgtatttt
caaatgattt
aaataggttt
taatggattt
gtcgatatte
cgettttgta
aaataaagct
gtcgtcecaa
acgcctatta
aattatttet
ttcagacaac
tactaatgge
ggctggegge
aaatgtetot
ttttggtttg
ttgttgtetg
cggcaattcea

agaaggtggt

4740
4800
4860
4920
4580
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540

6600



ggeggeggtg
accggcgeag
ggtggtggea
gtaatttege
ttgtaaagag
cagcattgta
aaacgtcgtt
tgtegtaaat
gatgegecate
tacgattcgt
actgcaaaaa
ttttatcgeca
ttaacgctga
tctattttaa
ccgatttatt
ttattagaca
acataaaact
acggattgtg
gtccggaaaa
aacatacaag
gotcacaatt
atgagtgagc
cctgtegtge
tgggcgetct
agcggtatcea
aggaaagaac
getggegttt
tcagaggtgg
cctogtgege
ttegggaage

cgttegetcece

cagaeggtat
gcgecgetgyg
attcaatatt
tatcgtttac
attgtcteoaa
gtggcgagac
ggcaagcttt
gttgtttttyg
aattttgttg
catggccacc
cgtcaaaact
caagcccact
cgaaataaaa
tcacggttce
tgaaacacta
getgtgtgaa
cgaaaatgte
caaacacgaa
aattcgacac
ttgctaacgt
ccacacaaca
taactcacat
cagctgeatt
tcegettect
gotcactcaa
atgtgagcaa
ttecatagge
cgaaacccga
tcteoctgtte
gtggegettt

aagctggget

aatttgttet
ctgcacaacg
ataattggaa
cgtgacgata
getoegoogea
acttegetgt
aaaatattta
ataatttgeyg
ttoctattat
acaaatgcta
cggtataaaa
agcaaattgt
gttcaccagt
atcaacaacc
caaattaaag
gagetcaacy
ttatattteg
aactcactta
acaactatgc
aatcatggte
tacgageegy
taattgcegtt
aatgaatcgg
cgctcactga
aggcggtaat
aaggccagca
tecgecacac
caggactata
cgacactgee
ctecatagete

gtgtgcacga
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ggtttagttt
gaaggtcgtc
tacaaatcgt
tttaacaace
cgecgataac
cgtecgacgta
aaagaacatc
cttocgeagt
tgaataaata
cgctgcaaac
taatcaacgyg
atttgcagaa
taatgagcga
aagtgategt
gocgagcttte
atttgecacaa
aagcacttga
gcgtgcacga
acgtttegtt
atagetgttt
aagcataaagqg
gcgectcactg
ccaacgcgeg
ctegcectgege
acggttatece
aaaggccagg
tgacgagcat
aagataccag
gcttaccgga
acgetgtagg

accceccegtt

gttagegeac
tgcttcgagg
aaaaatctgc
gctcoaatgta
aagcecetttte
catgtatget
tctgttcage
atcgacacgt
agattgtaca
gctggtacaa
goegetttgge
aacaatttcg
ccacccaaat
gatggactac
gtaccaactt
gcacaattte
tegegtgtat
cggcacgttg
tgactggtac
cctgtgtgaa
tgtaaagect
ceccgetttee
gggagaggcg
teggtegtte
acagaatcag
aaccgtaaaa
cacaaaaatc
gegtttoceoe
tacctgtecg
tatectecagtt

cagccagace

64

gattgtggge
cagcgcttgg
tataagcatt
agcaattgta
atttttacta
ttgttgtcaa
accactgtgt
tcaaaaaatt
gattcatate
ttttacgaaa
aaaatatcta
gcgcacaatt
tttataaaaa
attgactgte
gttagcaata
atacacaacg
gtttgegatt
gagtatttta
gcggegtgtt
attgttatec
ggggtgecta
agtcgggaaa
gtttgcgtat
ggctgcggeg
gggataacge
aggccgegtt
gacgctcaag
ctggaagete
cctttctece
cggtgtaggt

gctgegeoctt

6660

6720

6780

6840

6900

6360

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460



atccggtaac
agccactggt
gtggtggeect
gecagttace
tagcggtggt
agatcctttg
gattttggtc
aagttttaaa
aatcagtgag
coccgtegtyg
gatacogoga
aagggccgag
ttgccgggaa
tgctacaggce
ccaacgatca
cggtccteccg
agcactgcat
gtactcaace
gtcaatacgg
acgttetteg
acccactcgt
agcaaaaaca
aatactcata
gagoeggatac
tocccgaaaa
aaataggegt
ctgacacatg
acaagecogt
ggcatcagag
cgtaaggaga
agggcgatcg

aaggcgatta
cagtgec

<210>9
<211> 20
<212> PRT

tategtettg
aacaggatta
aactacggct
tteggaaaaa
ttttttgttt
atcttttcta
atgagattat
tcaatctaaa
gcacctatct
tagataacta
gacocacget
cgcagaagtg
gctagagtaa
atcgtggtgt
aggcgagtta
atcgttgtca
aattctctta
aagtcattct
gataataccg
gggcgaaaac
gcacccaact
ggaaggcaaa
ctectteettt
atatttgaat
gtgccacctg
atcacgaggc
cagetoocgg
cagggegegt
cagattgtac
aaataccgea
gtgegggect

agttgggtaa

<213> Circovirus porcino

<400>9

agteacaacce
gcagagcgag
acactagaag
gagttggtag
gcaagcagca
cggggtctga
caaaaaggat
gtatatatga
cagcgatctg
cgatacggga
cacoggotae
gtcctgcaac
gtagttcgcc
cacgctcegte
catgatccce
gaagtaagtt
ctgtcatgece
gagaatagtg
cgccacatag
tcteaaggat
gatcttcage
atgcegcaaa
ttcaatatta
gtatttagaa
acgtctaaga
cctttegtet
agacggtcac
cagogggtgt
tgagagtgca
tcaggegeca
cttegetatt

cgccagggtt
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ggtaagacac
gtatgtaggc
gacagtattt
ctettgatee
gattacgcygc
cgctcagtgg
cttcacctag
gtaaacttygg
tctatttegt
gggcttacca
agatttatca
tttatccgee
agttaatagt
gtttggtatg
catgttgtgce
ggccgeagty
atccgtaaga
tatgcggcga
cagaacttta
cttacegetg
atcttttact
aaagggaata
ttgaagcatt
aaataaacaa
aaccattatt
cgcgegttte
agettgtetg
tggegggtgt
ccatatgcgg
ttegecatte
acgccagetg

ttccecagteca

gacttatege
ggtgctacag
ggtatctgcg
ggcaaacaaa
agaaaaaaaqg
aacgaaaact
atccttttaa
tetgacagtt
tcatccatag
tetggeeccca
gctaataaace
tccatccagt
ttgcgcaacg
gcttcattca
aaaaaagcgyg
ttatcactca
tgcttttctg
ccgagttgct
aaagtgctca
ttgagatcca
ttcaccagcg
agggcgacac
tatcagggtt
ataggggttc
atcatgacat
ggtgatgacg
taageoggatg
cggggcetgge
tgtgaaatac
aggcetgegea
gcgaaagggg

cgacgttgta

65

cactggcage
agttcttgaa
ctctgctgaa
ccacegetgy
gatctcaaga
cacgttaagg
attaaaaatg
accaatgott
ttgcctgact
gtgctgcaat
agocagoogy
ctattaattg
ttgttgccat
gctocoggtte
ttagectcett
tggttatgge
tgactggtga
cttgccocegge
tcattggaaa
gttegatgta
tttctgggtg
ggaaatgttg
attgtctcat
cgcgeacatt
taacctataa
gtgaaaacct
cegggageag
ttaactatge
cgcacagatg
actgttggga
gatgtgetge

aaacgacggc

8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320

10380

10387
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Ser Tyr Pro Arg Arg Arg Tyr Arg Arg Arg Arg Hig His Pro Pro Ser
1 =] 10 15

His Leu Gly Gln
20

<210> 10

<211>19

<212> PRT

<213> Circovirus porcino

<400> 10
Pro Arg His His Tyr Arg Pro Arg Arg Lys Asn Gly Ile Phe Asn Thr
1 5 10 15

Thr Leu Ser

<210> 11
<211> 233
<212> PRT
<213> Attificial

<220>

<223> Esto es una secuencia de aminoacidos para Circovirus porcino tipo 2, marco de lectura abierto 2.

<400> 11
Met Thr Tyr Pro Arg Arg Arg Tyr Arg Arg Arg Arg His Arg Pro Arg
1 5 10 15

Ser His Leu Gly Gln Ile Leu Arg Arg Arg Pro Trp Leu Val His Pro
20 25 30

Arg His Arg Tyr Arg Trp Arg Arg Lys Asn Gly Ile Phe Asn Thr Arg

Leu Ser Arg Thr Phe Gly Tyr Thr Val Lys Ala Thr Thr Val Arg Thr
50 55 60

Pro Ser Trp Ala Val Asp Met Met Arg Phe Asn Ile Asp Asp Phe Val
65 70 75 80
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Pro

Arg

Gln

Phe

Ser

145

Phe

Asn

Val

Gln

Asn
225

Pro

Ile

Gly

Val

130

Ser

Thr

Asn

Asp

Asp

210

Leu

Gly

Lys

Asp

115

Thr

Arg

Pro

Lys

His

195

Tyr

Lys

Gly

Lys

100

Arg

Lys

His

Tys

Arg

180

Val

Asn

Asp

Gly

85

Val

Gly

Ala

Thr

Pro

165

Asn

Gly

Ile

Pro

Thr

Lys

val

Thr

Ile

150

Val

Gln

Leu

Arg

Pro
230

Asn

vVal

Gly

Ala

135

Pro

Leu

Leu

Gly

val

215

Leu

Lys

Glu

Ser

120

Leu

Gln

Aszp

Trp

Thr

200

Thr

Lys
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Ile

Phe

105

Thr

Thr

Pro

Ser

Leu

185

Ala

Met

Pro

Ser

90

Trp

Ala

Tyr

Phe

Thr

170

Arg

Phe

Tyr

Ile

Pro

val

Asp

Ser

155

Ile

Leu

Glu

val

Pro

Cys

Ile

Pro

140

Tyr

Asp

Gln

Asn

Gln
220

67

Phe

Ser

Leu

125

Tyr

His

Tyr

Thr

Ser

205

Phe

Glu

Pro

110

Asp

Val

Ser

Phe

Ser

190

Ile

Arg

Tyr

95

Ile

Asp

Asn

Arg

Gln

175

Arg

Tyxr

Glu

Tyr

Thr

Asn

Tyr

Tyr

160

Pro

Asn

Asp

Phe
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REIVINDICACIONES
1. Una vacuna combinada multivalente para uso en un método para
(i) la prevencién de una infeccién por PCV2, o de reinfeccion por PCV2 o
(ii) la reduccion o eliminacién de los sintomas clinicos causados por PCV2
en un sujeto, donde debe administrarse una dosis de la vacuna por via intramuscular al sujeto y donde
(i) dicha prevencion de una infeccion por PCV2, o reinfeccion por PCV2 o

(ii) dicha reduccién o eliminacion de los sintomas clinicos causados por PCV2, se obtiene mediante una Unica
administracion de la vacuna,

y donde la vacuna incluye
- una composicion antigénica obtenible mediante un método que comprende:
i) preparar y recuperar la proteina ORF2 de PCV2 recombinante, y

if) mezclarla con un coadyuvante adecuado

y

- al menos un componente activo inmunogénico contra otro organismo causante de enfermedades en el
cerdo.

2. La vacuna combinada multivalente segun la reivindicacion 1 para el uso de la reivindicacion 1, en donde dicha
proteina ORF2 de PCV2 recombinante se puede obtener (i) permitiendo la infeccién de células susceptibles en
cultivo con un vector viral de baculovirus recombinante que contiene secuencias de ADN que codifican la proteina
ORF2 de PCV2, en donde la proteina ORF2 es expresada por el vector viral de baculovirus recombinante, vy (ii)
recuperando posteriormente dicha ORF2 en el sobrenadante.

3. La vacuna combinada multivalente de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2 para el uso de una cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 2, donde dicha vacuna comprende un vector viral de baculovirus inactivado y
sobrenadante de cultivo celular, donde dicho vector viral se inactiva opcionalmente mediante la adicion de BEI, y en
donde ademas opcionalmente BEI se neutraliza con tiosulfato de sodio.

4. La vacuna combinada multivalente de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 para el uso de una cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 3, en donde dicha vacuna comprende un coadyuvante.

5. La vacuna combinada multivalente de la reivindicacion 4 para el uso de la reivindicaciéon 4, en donde dicho
coadyuvante se selecciona del grupo que consiste en polimeros acrilicos y polimeros de acido metacrilico.

6. La vacuna combinada multivalente de la reivindicacién 4 o 5 para el uso de la reivindicacién 4 o 5, en donde dicho
coadyuvante es un carbémero.

7. La vacuna combinada multivalente de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 para el uso de una cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 6, en donde dicha vacuna comprende de 500 pug a 5 mg de coadyuvante por dosis.

8. La vacuna combinada multivalente de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 para el uso de una cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 7, en donde dicha vacuna comprende de 4 pg a 400 pg de proteina ORF2 de PCV2
recombinante por dosis, o de 2 ug a 150 pg de proteina ORF2 de PCV2 recombinante por dosis.

9. La vacuna combinada multivalente de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 para el uso de una cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 8, en donde dicho componente activo inmunogénico eficaz contra otro organismo
causante de enfermedad en cerdos se selecciona del grupo que consiste en un antigeno de: Actinobacillus
pleuroneumonia; Adenovirus; Alfavirus tales como los virus de la encefalomielitis equina del este; Bordetella
bronchiseptica; Brachyspira spp., preferiblemente B. hyodysenteriae; B. piosicoli, Brucella suis, preferiblemente
biovariedades 1, 2 y 3; Virus de la peste porcina clasica; Clostridium spp., preferiblemente Cl. difficile, Cl. perfringens
tipos A, B y C, Cl. novyi, Cl. septicum, Cl. tetani; Coronavirus, preferiblemente coronavirus respiratorio porcino;
Eperitrozoonosis porcina; Erysipelothrix rhusiopathiae; Escherichia coli; Haemophilus parasuis, preferiblemente
subtipos 1, 7 y 14; Virus de la encefalomielitis hemaglutinante; Virus de la encefalitis japonesa; Lawsonia
intracellularis; Leptospira spp., preferiblemente Leptospira australis; Leptospira canicola; Leptospira grippotyphosa;
Leptospira icterohaemorrhagicae; y Leptospira interrogans; Leptospira pomona; Leptospira tarassovi; Mycobacterium
spp., preferiblemente M. avium, M. intracellulare y M. bovis; Mycoplasma hyopneumoniae (M hyo); Pasteurella
multocida; Citomegalovirus porcino; Parvovirus porcino; Virus del sindrome reproductivo y respiratorio porcino
(PRRS); Virus de la pseudorrabia; Rotavirus; Salmonella spp., preferiblemente S. thyphimurium y S. choleraesuis;
Staph. hyicus; Staphylococcus spp., Streptococcus spp., preferiblemente Strep. suis; Virus del herpes porcino; Virus
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de la gripe porcina; Virus de la viruela porcina; Virus de la viruela porcina; Virus de la estomatitis vesicular; y Virus
del exantema vesicular del cerdo.

10. La vacuna combinada multivalente de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 para el uso de una cualquiera
de las reivindicaciones 1 a [9], en donde dicho componente activo inmunogénico adicional es un componente activo
inmunolégico de Mycoplasma hyopneumoniae y un componente activo del virus del sindrome respiratorio y
reproductivo porcino.

11. La vacuna combinada multivalente de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 para el uso de una cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 9, en donde dicho componente activo inmunogénico adicional es un componente activo
inmunoldgico del virus del sindrome respiratorio y reproductivo porcino.

12. La vacuna combinada multivalente de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 para el uso de una cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 9, en donde dicho componente activo inmunogénico adicional es un componente activo
inmunolégico de Mycoplasma hyopneumoniae.

13. La vacuna combinada multivalente de la reivindicacion 10 u 11 para el uso de la reivindicacion 10 u 11 para la
profilaxis de infecciones causadas por PCV2 y PRRSV.

14. La vacuna combinada multivalente de la reivindicacion 10 o 12 para el uso de la reivindicacion 10 o 12 para la
profilaxis de infecciones causadas por PCV2 y Mycoplasma hyopneumoniae.

15. La vacuna combinada multivalente de la reivindicacion 10 para el uso de de la reivindicacién 10 para la profilaxis
de infecciones causadas por PCV2, PRRSV y Mycoplasma hyopneumoniae.

16. La vacuna combinada multivalente de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15 para el uso de una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15, en donde el sujeto es un cerdo o un lechén.

17. Uso de una proteina ORF2 de PCV2 recombinante en la fabricacion de una vacuna combinada para
(i) la prevencion de una infeccion por PCV2, o de reinfeccién por PCV2 o
(ii) la reduccién o eliminacion de los sintomas clinicos causados por PCV2
en un sujeto por administracion intramuscular de una dosis de dicha vacuna, donde
(i) dicha prevencion de una infeccion por PCV2, o de reinfeccion por PCV2 o

(i) dicha reduccion o eliminacion de los sintomas clinicos provocados por PCV2, se obtiene mediante una
Unica administracion de la vacuna,

incluyendo la vacuna
- una composicion antigénica obtenible mediante un método que comprende:
(i) preparar y recuperar la proteina ORF2 de PCV2 recombinante, y
(if) mezclarla con un coadyuvante adecuado

y

- al menos un componente activo inmunogénico contra otro organismo causante de enfermedad en el cerdo.
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Fig. 1

Nota: Esta es la mejor copia disponible
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Fig. 2(a)

1. SF+5olucion concentrada de células

2, SH5olucion operativa de celulas

Medio Ex-Cell 420

3. Subcultivo Psg 20 -58

Medio Ex-Cell 420 : i
Examen microscopico
4, Biorreactor SF+ Cultivo
Filtracion estéril
Examen microscapico,
Medio Ex-Cell 420 Recuento de células, viabilidad
celular
¥
5.0RF2 de PCV-2 de
Baculovirus
Examen microscopico,
Inoculacion con WSV Recuento de células, viabilidad
MSV+1 a max. MSV+4 Leelular
¥
6. Recoleccion
7. Filtracion
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Fig 2(b)

Filtracion
[Viene de la pagina
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|

8. Inactivacion

Tiosulfato de sodio
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Esterilidad

salino

——

4

9. Neutralizar exceso de BEI

Muestra para ensayo de
Micoplasma

.

10. Mezclar vacuna

Esterilidad EP{SOP 03-183),
Inactivacién, Contenido de

antigeno e Identidad

11. Botella y tapon

- ]

12. Etiqueta y caja
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