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DESCRIPCION
Prevencion y tratamiento de PCVD subclinica
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Campo de la invencién

La presente invencion se refiere al uso de una composiciéon inmunogénica que comprende un antigeno de circovirus
porcino de tipo 2 (PCV2) para la prevencion y tratamiento de infecciones subclinicas (crénicas) por PCV2 en
animales, es decir, en cerdos.

Descripcion de la técnica anterior

El circovirus porcino de tipo 2 (PCV2) es un virus pequefio (17 - 22 nm de diametro), icosaédrico, de ADN sin
cubierta, que contiene un genoma circular de cadena sencilla. El PCV2 comparte una identidad de secuencia de
aproximadamente 80% con el circovirus porcino de tipo 1 (PCV1). Sin embargo, a diferencia del PCV1, que
generalmente no es virulento, la infeccion de suidos con PCV2 se ha asociado recientemente con varios sindromes
patolégicos que se han denominado colectivamente Enfermedades por Circovirus Porcino (PCVD) (también
denominadas Enfermedades asociadas con el Circovirus Porcino (PCVAD)) (Allan et al, 2006, IPVS Congress). El
sindrome de adelgazamiento multisistémico posterior al destete (PMWS) se considera generalmente la
manifestacion clinica mas importante de la PCVD (Harding et al., 1997, Swine Health Prod; 5: 201-203; Kennedy et
al.,, 2000, J. Comp. Pathol.; 122: 9-24). Otros trastornos potencialmente relacionados referidos en la bibliografia
incluyen el complejo respiratorio porcino (PRDC), el sindrome de dermatopatia y nefropatia porcino (PDNS), la
insuficiencia reproductora, la enteritis granulomatosa y, potencialmente, los temblores congénitos (CT-All) y la
miocarditis perinatal (Chae, Veterinary J., 2005, 169: 326-336).

La PCVD afecta a cerdos entre 5-22 semanas de edad. Clinicamente, la PCVD se caracteriza por un
adelgazamiento, palidez de la piel, un desarrollo poco vigoroso, insuficiencia respiratoria, diarrea, icterus e ictericia.
En algunos suidos afectados, resultara evidente una combinacion de todos los sintomas, mientras que otros suidos
afectados solamente tendran uno o dos de estos sintomas (Muirhead, 2002, Vet. Rec.; 150: 456). La tasa de
mortalidad para suidos infectados con el PCV2 puede aproximarse a 50%. Durante la necropsia, también aparecen
lesiones microscopicas y macroscopicas en varios tejidos y 6rganos, siendo los 6rganos linfoides el sitio mas comuin
para las lesiones (Allan y Ellis, 2000; J Vet. Diagn. Invest., 12: 3-14). Se ha observado una fuerte correlacion entre la
cantidad de acidos nucleicos o antigenos del PCV2 y la gravedad de las lesiones linfoides microscopicas (Brunborg,
2004). Ademés, también se ha encontrado una correlacién entre la cantidad de &cido nucleico o antigeno en la
sangre y la gravedad de los sintomas clinicos (Brunborg, 2004; Liu, 2000; Olvera, 2004). Se ha demostrado que los
cerdos afectados por PCVD presentan cargas viricas mayores que 10° equivalentes gendmicos por ml.

El documento WO 2006/072065 A2 describe el uso médico de una proteina recuperada que ha sido expresada por
el marco de lectura abierto 2 de PCV2 en células infestadas con un virus que contiene dicho marco de lectura
abierto 2. Los Ejemplos 4 y 5 (paginas 54-106) del documento WO 06/072065 A2 muestran ensayos de eficacia de
siete y ocho vacunas candidato contra PCV2, respectivamente, en lechones derivados por cesarea y desprovistos
de calostro (CDCD), en donde los titulos IFA de PCV2 de las cerdas eran < 1000 y el estado seroldgico de las
cerdas era de una piara PRRS-negativa.

El documento US 6.703.023 B1 describe un protocolo de vacunacion, en el que se utilizaron lechones con la
enfermedad de la pérdida de peso de lechones (PWD) para evaluar la eficacia de la composicién de la vacuna, que
comprende fragmentos nucleicos de circovirus de tipo B de PWD (Ejemplo 5 del documento US 6.703.023 B1). Tal
como se describe en dicho documento, se demostroq ue los animales que recibieron una primera y una segunda
inyeccién de plasmido pcDNA3ORF1+, plasmido pcDNA3ORF2+ y plasmido GMCSF+ y una tercera inyeccion de
células transformadas mediante baculovirus recombinantes BAC ORF1+ y BAC ORF2+ no exhibian hipertermia.
Adicionalmente, estos animales no experimentaban una disminucién en su desarrollo, siendo los dmgs equiparables
a los de animales testigo no infectados, y no exhibian sintoma clinico particular alguno.

A diferencia de las manifestaciones de enfermedad clinicamente evidentes de la infeccion por PCV2, se cree que las
infecciones sublinicas por PCV2 estan presentes en los animales que estan infectados con el PCV2 pero son
clinicamente asintomaticos. En general, existe una relacion entre estas formas de infeccién por el PCV2, ya que las
infecciones subclinicas pueden evolucionar facilmente a PCVD y ya que los animales convalecientes pueden
permanecer infectados de forma persistente (crénica) (véase la figura 1).

Observaciones recientes han demostrado que las infecciones subclinicas por PCV2 son acontecimientos frecuentes.
La existencia de infecciones subclinicas ha sido demostrada tanto en estudios experimentales como en estudios de

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2434117 T3

campo. Mediante estudios de laboratorio se puede demostrar que la infeccion por PCV2 en cerdos individuales no
esta siempre asociada con signos o lesiones clinicas (Harms et al., 2001, Vet. Pathol., 38:528-539). Ademas,
distintos estudios de campo han demostrado que la incidencia de piaras seropositivas infectadas por el PCV2 es
mayor que la incidencia de piaras afectadas por la PCVD (Olvera et al., 2004, J. Virol. Methods, 117: 75-80). A
menudo las piaras que han padecido un brote agudo de PCVD permanecen infectadas con el PCV2 sin mostrar
ningun signo clinico evidente. Segun la bibliografia, esta forma de infeccion subclinica (persistente) en una piara
también se denomina infeccién "crénica" (Burch D., 2006, Pig International).

No se conoce, si es que existe, el impacto econémico del PCV2 en piaras infectadas subclinicamente y nunca ha
sido descrito hasta ahora. En particular, no se conocia y nunca se habia dado ninguna indicacién sobre si los casos
subclinicos de infecciones por el PCV2 tienen algin impacto sobre el rendimiento del crecimiento de los animales o,
en general, sobre la salud global de los animales afectados.

En la patente de EE.UU. n° 6.703.023 se describen estrategias para tratar las infecciones por PCV2 basadas en una
vacuna de ADN. En el documento WO 03/049703 se describe la produccién de una vacuna quimérica viva, que
comprende un esqueleto de PCV1 en el que un gen inmunogénico de una cepa patdgena de PCV2 sustituye a un
gen del esqueleto del PCV1. El documento W099/18214 ha proporcionado varias cepas de PCV2 y procedimientos
para la preparacion de una vacuna muerta de PVC2. Sin embargo, no se ha mostrado ningiin dato de eficacia. En el
documento WO06/072065 se ha mostrado una vacuna de subunidades eficaz basada en la ORF-2. Se pretende que
estas dos vacunas se utilicen para la vacunacién/tratamiento de suidos o cerdos mayores de 3 semanas de edad.
Ninguna de estas vacunas ha sido nunca descrita para la profilaxis y el tratamiento de animales infectados
subclinicamente con el PCV2. Ademas, no se ha descrito que tales vacunas confieran inmunidad frente a la
infeccion del PCV2 en grupos de animales infectados subclinicamente ni que aumenten el rendimiento del
crecimiento.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Figura 1: Diferentes formas de infecciones por el PCV2.

Figura 2: Tasa de mortalidad y aumento de peso diario medio durante el engorde en la granja de estudio antes y
después del inicio del estudio.

Figura 3: Desarrollo de la diferencia relativa en el peso corporal (IVP-CP) y de la carga viral media (log10) a lo largo
del estudio.

Figura 4: Comparacion del porcentaje de animales con una carga viral > 10° equivalentes gendmicos/ml de suero en
ambos grupos de tratamiento.

Figura 5: Comparacion del porcentaje de animales con una carga viral de 10*10° equivalentes genomicos/ml de
suero en ambos grupos de tratamiento.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

Las infecciones por PCV2 evidentes clinicamente se asocian con varios sindromes patoldgicos. Dependiendo de la
forma de expresion de la enfermedad relacionada con el PCV2, los signos clinicos de una infecciéon por PCV2 puede
ser uno 0 mas de los siguientes sintomas: a) una tasa de mortalidad aumentada significativamente (4-20% mayor),
b) un aumento significativo en la frecuencia de cerdos retrasados (5-50% mayor) y c) otros signos clinicos evidentes,
tales como sintomas respiratorios, diarrea, palidez de la piel, un desarrollo poco vigoroso (tasa de morbilidad de 4-
60%). Ademas, titulos virales elevados de mas de 10°0 10’ por ml de suero o tejido son un resultado caracteristico
en la mayoria de los animales con signos agudos de PCVD. Junto con esta infeccion aguda por PCV2, las
infecciones subclinicas por PCV2 caracterizadas por una tasa de morbilidad baja o nula se hacen cada vez mas
visibles. En algunos casos una situacion de una infeccion aguda por PCV2 puede evolucionar hacia una infeccion
por PCV2 subclinica. Sin embargo, las infecciones subclinicas también pueden producirse sin ningun signo previo de
infeccion aguda por PCV2.

Sorprendentemente, se ha encontrado que una infeccién subclinica por PCV2 tiene un impacto significativo sobre
parametros de rendimiento de cerdos aparentemente saludables, en particular el rendimiento del crecimiento de los
cerdos. Incluso si los animales infectados subclinicamente no desarrollan sintomas clinicos tipicos que permitan la
identificacion de la PCVD o muestran s6lo una morbilidad baja, estos animales estan afectados significativamente
por la infeccion subclinica por PCV2. Las infecciones subclinicas de cerdos con el PCV2 producen una pérdida
significativa en el aumento de peso (por ejemplo, véase el ejemplo 3). Como ya se ha mencionado, hasta ahora no
se ha dado en la técnica anterior ninguna evidencia de que las infecciones subclinicas por PCV2 tengan ningun
impacto sobre la salud, en particular sobre el rendimiento del crecimiento, en cerdos.

Sin embargo, también se ha descubierto sorprendentemente que la reduccién en el aumento de peso producido por
una infeccion subclinica por PCV2 puede reducirse mediante el tratamiento/vacunacion de los animales que han
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sido infectados subclinicamente con el antigeno del PCV2 (por ejemplo, véase el ejemplo 3). Por lo tanto, no solo se
ha demostrado que las infecciones subclinicas por PCV2 afectan al rendimiento del crecimiento de los cerdos, sino
gue también se ha evidenciado que dicho impacto negativo puede reducirse significativamente mediante el
tratamiento/vacunacion de los animales con antigeno del PCV2. En otras palabras, aunque el fendmeno de las
infecciones subclinicas ha sido descrito en la técnica anterior, ahora se ha evidenciado por primera vez que:
— la infeccion subclinica por PCV2, observada ocasionalmente en el campo, tiene un impacto significativo
sobre el rendimiento del crecimiento de los cerdos;
— la vacunacion con antigeno del PCV2 de los cerdos o piaras afectados subclinicamente puede reducir
significativamente el impacto negativo de esta infeccién subclinica por PCV2.

Por tanto, segun un aspecto, la presente invencion proporciona un método para la profilaxis y el tratamiento de una
infeccion subclinica por PCV2 en un animal o un grupo de animales, que comprende la etapa de administrar una
cantidad terapéuticamente eficaz de un antigeno del PCV2 o una composicién inmunogénica que comprende un
antigeno del PCV2 a un animal que necesite dicha administracion.

Una "infeccién subclinica por PCV2", tal como se usa en la presente memorla se caracteriza por i) una carga viral en
un animal individual que permanece durante la vida entera por debajo de 10° copias genémicas de PCV2 por ml de
suero, i) una proporcion baja de animales positivos frente al PCV2 en un grupo o piara con titulos viricos de mas de
10° copias gendémicas por ml de suero, iii) una persistencia del virus en un grupo o piara de al menos 6 semanas,
preferiblemente al menos 8 semanas, mas preferido de al menos 10 semanas y lo mas preferido de al menos 12
semanas, iv) la ausencia de sintomas clinicos tipicos en un animal positivo frente al PCV2, v) una tasa de morbilidad
nula o solo baja en un grupo de animales o una piara de animales positivos frente al PCV2 y/o vi) una tasa de
mortalidad baja en un grupo o piara de animales positivos frente al PCV2.

La expresion "proporcion baja de animales positivos frente al PCV2" tal como se usa en el punto ii) anterior significa
gue menos de 20%, preferiblemente menos de 15%, incluso méas preferiblemente menos de 10%, incluso mas
preferiblemente menos de 8%, incluso mas preferiblemente menos de 6%, incluso méas preferiblemente menos de
4%, el mas preferido menos de 3% de los animales positivos frente al PCV2 en un grupo de animales o una piara
tiene titulos viricos de mas de 10° copias gendmicas por ml de suero. En otras palabras, la expreS|on "baja
proporcion de animales posmvos frente al PCV2 en un grupo o una piara con titulos viricos de méas de 10° copias
gendmicas por ml de suero" también significa que mas de 80%, preferiblemente méas de 85%, incluso més
preferiblemente mas de 90%, incluso mas preferiblemente mas de 92%, incluso mas preferiblemente mas de 94%,
incluso mas preferido mas de 96%, el mas preferldo mas de 97% de los animales positivos frente al PCV2 de un
grupo de animales o una piara tienen titulos viricos de menos de 10° copias gendémicas de PCV2 por ml de suero.

La expresién "positivos frente al PCV2", tal como se usa en la presente memoria, significa, pero sin limitarse a ello,
un animal que comprende una cantidad detectable de equivalente genémicos (= copias viricas) de PCV2 en una
muestra (1 ml de suero 0 1 mg de tejido). Una cantidad detectable de equivalente gendmicos del PCV2 significa que
los equivalentes gendmicos del PCV2 se pueden detectar mediante un analisis de reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR). Una muestra se considera positiva en el analisis por PCR si dos muestras independientes dan a
un resultado de PCR positivo en dicho analisis.

Métodos para la cuantificacion del PCV2 mediante un ensayo por PCR son muy conocidos en la técnica. De hecho,
la cuantificacion de los equivalentes del genoma del PCV2 se hace/hizo mediante el método descrito en Brunborg et
al., 2004; J. Virol. Methods 122: 171-178. Para la amplificacién del PCV2 se usaron/usan iniciadores PCV2-84-
1265U21 y PCV2-84-1319L21. Dicho método debe considerarse como ensayo de referencia en cualquier caso de
duda.

La expre3|on "persistencia vmca tal como se usa en la presente memoria, significa que el animal infectado tiene
una carga virica de al menos 10* copias viricas de PCV2 por ml de suero durante dicho periodo de tiempo, es decir
durante al menos 6 semanas o mayor como se ha definido anteriormente.

La expresién "ausencia de sintomas clinicos tipicos en animales positivos frente al PCV2", tal como se usa en la
presente memoria, significa la ausencia de cualquier sintoma clinico evidente asociado con un infeccion clinica por
PCV2 evidente que permita una identificacién precisa y sin ninguna duda de una infeccion por PCV2 solo mediante
su apariencia clinica tipica. Dichos sintomas clinicos son los conocidos como PCVD, en particular palidez de la piel,
desarrollo poco vigoroso, insuficiencia respiratoria, diarrea, icterus o ictericia.

La expresion "tasa de morbilidad baja", tal como se usa en la presente memoria, es un indicador de la ausencia de
signos clinicos que permitan la identificacion de una infeccion aguda por PCV2 por su apariencia clinica. Por lo
tanto es un indicador de la existencia de una infeccion subclinica por PCV2. La expresién "tasa de morbilidad baja",
tal como se usa en la presente memoria, se refiere al porcentaje de animales con un estado general de salud
alterado. Un estado general de salud alterado, tal como se usa en la presente memoria, se define como la presencia
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de uno o mas signos clinicos relacionados con la PCVD, tales como la presencia de cerdos retrasados (definidos en
la presente memoria como animales con un peso corporal 25% menor que el peso medio de su grupo de animales
de la misma edad), palidez de la piel, desarrollo poco vigoroso, insuficiencia respiratoria, diarrea, icterus o ictericia.
Por lo tanto, la "morbilidad baja", tal como se usa en la presente memoria, significa que menos de 25%,
preferiblemente menos de 20%, mas preferido menos de 15%, incluso mas preferido menos de 12%, incluso mas
preferido menos de 10%, incluso mas preferido menos de 8%, incluso mas preferido menos de 6%, lo mas preferido
menos de 4% de los animales de un grupo de animales o piara muestra uno o mas sintomas de PCVD,
preferiblemente muestran la existencia de cerdos retrasados como se ha definido anteriormente, palidez de la piel,
desarrollo poco vigoroso, insuficiencia respiratoria, diarrea, icterus o ictericia.

La expresién "tasa de morbilidad nula", tal como se usa en la presente memoria, significa que menos de 1% de los
animales positivos frente al PCV2 de un grupo de animales o piara muestran uno o mas de los sintomas clinicos de
la PCVD, preferiblemente muestran la existencia de cerdos retrasados como se ha definido anteriormente, palidez
de la piel, desarrollo poco vigoroso, insuficiencia respiratoria, diarrea, icterus o ictericia.

La expresion "tasa de mortalidad baja", tal como se usa en la presente memoria, significa, pero sin estar limitado a
ello, que la tasa de mortalidad es de menos de 20%, preferiblemente de menos de 15%, mas preferido de menos de
12%, incluso mas preferido de menos de 10%, incluso méas preferido de menos de 8%, incluso mas preferido de
menos de 6%, el méas preferido de menos de 4%, de los animales positivos frente al PCV2 en un grupo de animales
0 una piara.

La expresién "que necesita de dicha administracion” o "que necesita dicho tratamiento de administracion”, tal como
se usa en la presente memoria, significa que la administracidn/tratamiento esta asociado con la prevencién de la
salud o cualquier otro efecto medicinal positivo sobre la salud de los animales que reciben el antigeno del PCV2.

Segun la descripcion, se da un caso subclinico de una infeccién por PCV2 cuando son aplicables al menos: crlterlo i)

"una carga virica en un animal individual que permanece durante la vida completa por debajo de 10° copias
gendmicas de PCV2 por ml de suero", criterio ||) 'una proporcion baja de animales posmvos frente al PCV2 en un
grupo o piara con titulos viricos de mas de 10° copias genémicas por ml de suero” o criterio iii) "una persistencia
virica en un grupo o piara de al menos 6 semanas, preferiblemente de al menos 8 semanas, mas preferido de al
menos 10 semanas, lo mas preferido de al menos 12 semanas”, como se han mencionado anteriormente. Mas
preferiblemente, un caso subclinico de infeccion por PCV2 se da cuando son aplicables los criterios i) y ii) como se
han mencionado anteriormente.

En los casos en los que el criterio i) y/o el criterio ii) se combinan con el criterio iii) "una persistencia virica en un
grupo o piara de al menos 6 semanas, preferiblemente de al menos 8 semanas, méas preferido de al menos 10
semanas, lo mas preferido de al menos 12 semanas”, o en cualquiera de los otros casos que comprenden el criterio
iii) como se ha definido anteriormente, se considera que la infeccion subclinica es una "infeccidén subclinica cronica
por PCV2".

Segun un aspecto adicional, la presente descripcion proporciona un método para la profilaxis y el tratamiento de una
infeccion subclinica por PCV2, en Ia que la infeccion subclinica por PCV2 se caracteriza por una carga virica en un
animal individual de menos de 10° copias genomicas de PCV2 por ml de suero, que comprende la etapa de
administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de un antigeno del PCV2 o una composiciéon inmunogénica que

comprende antigeno del PCV2 a dicho animal que necesita dicha administracion. Preferiblemente, dicha mfeccnon
subclinica por PCV2 se caracterlza ademas por la presencia de menos de 20% de los animales con méas de 10°,
preferiblemente mas de 10, copias viricas de PCV2 por ml de suero en un grupo de animales o una piara y/o una
persistencia virica en dicho grupo o piara de al menos 6 semanas, preferiblemente de al menos 8 semanas, mas
preferido de al menos 10 semanas, lo mas preferido de al menos 12 semanas. Mas preferiblemente, dicha infeccion
subclinica se caracteriza ademas por la ausencia de cualquier signo clinico en un animal individual positivo frente al
PCV2 como se ha definido anteriormente, una tasa de morbilidad baja o nula como se ha definido anteriormente y/o
una tasa de mortalidad baja como se ha definido anteriormente.

Segun un aspecto adicional, la presente descripcién proporciona un método para la profilaxis y el tratamiento de una
infeccion subclinica por PCV2, en la que la infeccion subclinica por PCV2 se caracterlza por una carga virica en un
animal individual que permanecera durante la vida completa por debajo de 10° copias genodmicas de PCV2 por ml de
suero en ausencia de cualquier administracion de antigeno del PCV2, que comprende la etapa de administrar una
cantidad terapéuticamente eficaz de un antigeno del PCV2 o una composicion inmunogénica que comprende un
antigeno del PCV2 a dicho animal que necesita dicha administracion. Preferiblemente, dicha |nfec0|on subclinica por
PCV2 se caracterlza ademas por la presencia de menos de 20% de los animales con mas de 10°, preferiblemente
més de 10, copias viricas de PCV2 por ml de suero en un grupo de animales o una piara y/o una per5|stenC|a virica
en dicho grupo o piara de al menos 6 semanas, preferiblemente de al menos 8 semanas, mas preferido de al menos
10 semanas, lo méas preferido de al menos 12 semanas. Mas preferiblemente, dicha infeccién subclinica se
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caracteriza ademas por la ausencia de cualquier signo clinico en un animal individual positivo frente al PCV2 como
se ha definido anteriormente, una tasa de morbilidad baja o nula como se ha definido anteriormente y/o una tasa de
mortalidad baja como se ha definido anteriormente.

Segun un aspecto adicional, la presente invencién proporciona un método para la profilaxis y el tratamiento de una
infeccion subclinica por PCV2, en la que la infeccion subclinica por PCV?2 se caracteriza por la presencia de menos
de 20% de animales con mas de 10°, preferiblemente mas de 107, copias viricas de PCV2 por ml de suero en un
grupo de animales o una piara, que comprende la etapa de admlnlstrar una cantidad terapéuticamente eficaz de un
antigeno del PCV2 o una composicién inmunogénica que comprende un antigeno del PCV2 a dicho animal que
necesita dicha administracion. Preferiblemente, dicha infeccién subclinica por PCV2 se caracteriza ademas por una
persistencia virica en dicho grupo o piara de al menos 6 semanas, preferiblemente de al menos 8 semanas, mas
preferido de al menos 10 semanas, el mas preferido de al menos 12 semanas. Mas preferiblemente, dicha infeccion
subclinica se caracteriza ademas por la ausencia de cualquier signo clinico en un animal individual positivo frente al
PCV2 como se ha definido anteriormente, una tasa de morbilidad baja o nula como se ha definido anteriormente y/o
una tasa de mortalidad baja como se ha definido anteriormente.

Segun un aspecto adicional, la presente descripcion proporciona un método para la profilaxis y el tratamiento de una
infeccion subclinica por PCV2, en la que la infeccién subclinica se caracteriza por una persistencia virica en un
grupo de animales positivos frente al PCV2 o piara de al menos 6 semanas, preferiblemente de al menos 8
semanas, mas preferido de al menos 10 semanas, el mas preferido de al menos 12 semanas. Preferiblemente, dicha
infeccién subclinica por PCV2 se caracteriza ademas por la ausencia de cualquier signo clinico en un animal
individual positivo frente al PCV2 como se ha definido anteriormente, una tasa de morbilidad baja o nula como se ha
definido anteriormente y/o una tasa de mortalidad baja como se ha definido anteriormente.

Segln un aspecto adicional, la presente descripcién también proporciona un método para la profilaxis y el
tratamiento de una infeccion subclinica por PCV2, en que la infeccién subclinica por PCV2 se caracteriza por la
ausencia de cualquier signo clinico en un animal individual positivo frente al PCV2 como se ha definido
anteriormente, que comprende la etapa de administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de un antigeno del
PCV2 o una composicién inmunogénica que comprende un antigeno del PCV2 a un animal que necesita dicha
administracion. Preferiblemente, dicha infeccion subclinica por PCV2 se caracteriza ademés por una tasa de
morbilidad baja o nula como se ha definido anteriormente y/o una tasa de mortalidad baja como se ha definido
anteriormente. Mas preferiblemente, dicha infeccién subclinica por PCV2 se caracterlza ademas por una carga virica
en un animal individual que permanece durante la vida entera por debajo de 10° copias genomicas de PCV2 por ml
de suero y/o una proporuon baja de animales positivos frente al PCV2 en un grupo o una piara con titulos viricos de
mas de 10° copias genémicas por ml de suero.

Segun un aspecto adicional, la presente descripcién también proporciona un método para la profilaxis y el
tratamiento de una infeccién subclinica por PCV2, en que la infeccion subclinica por PCV2 se caracteriza por una
morbilidad baja o nula en un grupo de animales o una piara, preferiblemente de menos de 25% o inferior como se ha
definido anteriormente, que comprende la etapa de administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de un antigeno
del PCV2 o una composiciéon inmunogénica que comprende un antigeno del PCV2 a un animal que necesita dicha
administracion. Preferiblemente, dicha infeccién subclinica por PCV2 se caracterlza ademas por una carga virica en
un animal individual que permanece durante la vida entera por debajo de 10° copias gendmicas de PCV2 por ml de
suero y/o una proporcion baja de animales positivos frente al PCV2 en un grupo o una piara con titulos viricos de
maés de 10° copias gendémicas por ml de suero.

Segun un aspecto adicional, la presente descripcién también proporciona un método para la profilaxis y el
tratamiento de una infeccién subclinica por PCV2, en que la infeccion subclinica por PCV2 se caracteriza por una
tasa de mortalidad baja, como se ha definido en la presente memoria, preferiblemente de menos de 20% o inferior,
gue comprende la etapa de administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de un antigeno del PCV2 o una
composicion inmunogénica que comprende un antigeno del PCV2 a un animal que necesita dicha administracion.
Preferiblemente, dicha infeccion subclinica por PCV2 se caracterlza ademas por una carga virica en un animal
individual que permanece durante la vida entera por debajo de 10° copias genémicas de PCV2 por ml de suero y/o
una proporcion baja de animales positivos frente al PCV2 en un grupo o una piara con titulos viricos de mas de 10°
copias genoémicas por ml de suero.

La administracién de una cantidad eficaz de un antigeno del PCV2 a animales o un grupo de animales que estan
infectados subclinicamente con el PCV2 produce un aumento de peso aumentado de dichos anlmales durante el
engorde una reduccion del nimero de animales con una carga virica comprendida entre 10* a 10° copias
gendmicas por ml de suero, una reduccion de la excrecion nasal del virus y/o una reduccién de la duracién de la
viremia.
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Por tanto, segln un aspecto adicional, la presente descripcién también proporciona un método para la reducciéon de
la pérdida de aumento de peso en animales infectados subclinicamente con el PCV2, que comprende la etapa de
administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de un antigeno del PCV2 o una composiciéon inmunogénica que
comprende un antigeno del PCV2 a un animal que necesite dicha administracion. Preferiblemente, el aumento de
peso medio aumenta en las semanas 10 a 22 de edad en mas de 1,5 kg en comparacion con los animales no
vacunados. La expresion "durante el engorde”, tal como se usa en la presente memoria, significa, pero sin limitarse a
ellas, las semanas 1 a 36 de edad, preferiblemente las semanas 10 a 28 de edad, de dichos animales.

La expresion "en animales infectados subclinicamente con el PCV2", tal como se usa en la presente memoria,
significa el animal individual que ha sido infectado subclinicamente con el PCV2, pero también se refiere a un grupo
de animales en el que la mayoria de los animales de dicho grupo ha sido infectado subclinicamente con el PCV2.
Por lo tanto, la expresion "en animales infectados subclinicamente con el PCV2" debe entenderse como i) "en
animales infectados subclinicamente con el PCV2" y ii) "en animales de una piara en la que dicha piara esta
infectada subclinicamente con el PCV2".

Segun un aspecto adicional, la presente descripcion tamblen propormona un método para la reduccion del nimero
de animales con una carga virica comprendida entre 10* a 10° copias genémicas por ml de suero en un grupo de
animales (piara) infectados subclinicamente con el PCV2, que comprende la etapa de administrar una cantidad
terapéuticamente eficaz de un antigeno del PCV2 o una composicion inmunogénica que comprende un antlgeno del
PCV2 a un animal que necesita dicha administracién. Preferiblemente, el nimero de animales con 10* a 10° copias
gendmicas por ml de suero se puede reducir debido a la vacunacion con un antigeno del PCV2 hasta menos de

30%, preferiblemente menos de 20%, incluso més preferiblemente menos de 10%, lo més preferiblemente menos de
5%, mientras que en eI grupo de control no vacunado de animales infectados subclinicamente (con una carga vmca
comgrendlda entre 10* a 10° copias gendmicas por ml de suero) mas de 40% desarrollaron titulos de PCV2 con 10*
a 10° copias gendmicas por ml de suero.

Segun un aspecto adicional, la presente descripcion también proporciona un método para la reduccion del nimero
de animales con una carga virica clinicamente relevante (por encima de 10° copias genémicas por ml de suero) en
un grupo de animales (piara) infectados subclinicamente con el PCV2, que comprende la etapa de administrar una
cantidad terapéuticamente eficaz de un antigeno del PCV2 o una composicion inmunogénica que comprende un
antigeno del PCV2 a un anlmal gue necesita dicha administracién. Preferiblemente, el nimero de animales con una
carga virica por encima de 10° copias gendmicas por ml de suero se puede reducir mediante la vacunacion con un
antigeno del PCV2 a menos de 10%, preferiblemente a menos de 5%, incluso més preferiblemente a menos de 4%,
incluso mas preferiblemente a menos de 3%, incluso mas preferiblemente a menos de 2%, lo mas preferiblemente a
menos de 0,5%.

Segun un aspecto adicional, la presente descripcién también proporciona un método para la reduccion de la
excrecion nasal del virus y la reduccién de la duracion de la viremia en animales infectados subclinicamente con el
PCV2, que comprende la etapa de administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de un antigeno del PCV2 o una
composicion inmunogénica que comprende un antigeno del PCV2 a un animal que necesite dicha administracion.
Como se ha descrito anteriormente, la vacunacién/tratamiento de animales infectados subclinicamente con PCV2
produjo un acortamiento de la fase virémica en comparacion con los animales de control no vacunados. El
acortamiento medio del tiempo de duracion de la viremia fue de 17 dias en comparacion con los animales de control
no vacunados de la misma especie. Por lo tanto, segin un aspecto adicional, la presente invencion también
proporciona un método para la reduccion de la duracion de la viremia en animales infectados subclinicamente con
PCV2, que comprende la etapa de administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de un antigeno del PCV2 o una
composicion inmunogénica que comprende un antigeno del PCV2 a un animal que necesite dicha administracién, en
el que el tratamiento o profilaxis produce un acortamiento de la fase de viremia de 5 dias o mas, preferiblemente de
6 dias 0 mas, aun mas preferiblemente de 7 dias o mas, ain mas preferiblemente de 8 dias o mas, ain mas
preferiblemente de 9, ain mas preferiblemente de 10, aliin mas preferiblemente de 12, alin méas preferiblemente de
14, lo mas preferiblemente de méas de 16 dias en comparacion con los animales de un grupo de control no tratado de
la misma especie.

El término "antigeno", tal como se utiliza en la presente memoria, se refiere a una secuencia de aminoacidos que
produce una respuesta inmunolégica en un huésped. Un antigeno, tal como se usa en la presente memoria, incluye
la secuencia de longitud completa de cualquier proteina del PCV2, sus analogos o sus fragmentos inmunogénicos.
La expresion "fragmento inmunogénico” se refiere a un fragmento de una proteina que incluye uno o mas epitopes'y,
asi, provoca la respuesta inmunolégica en un huésped. Dichos fragmentos pueden identificarse utilizando cualquier
técnica de representacién en mapas de epitopes, bien conocidas en la técnica. Véase, por ejemplo, Epitope
Mapping Protocols in Methods in Molecular Biology, Vol. 66 (Glenn E. Morris, Ed., 1996) Humana Press, Totowa,
Nueva Jersey. Por ejemplo, los epitopes lineales se pueden determinar, por ejemplo, sintetizando concurrentemente
una gran cantidad de péptidos sobre soportes soélidos, correspondiendo los peptidos a partes de la molécula de
proteina, y haciendo reaccionar los péptidos con anticuerpos, a la vez que los péptidos siguen estando fijados a los
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soportes. Dichas técnicas son conocidas en la técnica y se describen, por ejemplo, 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, los epitopes conformacionales se identifican facilmente determinando la
conformacién espacial de aminoacidos mediante, por ejemplo, cristalografia de rayos X y resonancia magnética
nuclear bidimensional. Véase, por ejemplo, Epitope Mapping Protocols, supra.

Dentro de la definicion de antigenos sintéticos también se incluyen, por ejemplo, los poliepitopes, epitopes
flanqueantes y otros antigenos recombinantes u obtenidos de forma sintética. Véase, por ejemplo, Bergmann et al.
(2993), 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.

Una "respuesta inmunolégica" significa, pero no se limita al desarrollo en un huésped de una respuesta
inmunoldgica celular y/o mediada por anticuerpos a un antigeno, composicion inmunolégica o vacuna de interés.
Habitualmente, una "respuesta inmunolégica" 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 citotdxicas,
dirigidas especificamente a un antigeno o antigenos incluidos en la composicion o vacuna de interés.
Preferiblemente, el huésped exhibira bien una respuesta inmunoldgica terapéutica o bien protectora (memoria), de
modo que la resistencia a una nueva infeccion resultara reforzada y/o la gravedad clinica de la enfermedad quedara
reducida. Esta proteccién se vera demostrada bien por una reduccién en el nimero o en la gravedad de los
sintomas, o bien por la ausencia de uno o méas de los sintomas asociados con las infecciones por PCV2, por un
retraso en la aparicion de viremia, por una persistencia virica reducida, por una reduccion en la carga virica global
y/o por una reduccién en la excrecion virica.

La expresién “composicién inmunogénica” o el término “vacuna” (ambos términos se utilizan como sinénimos), tal
como se utilizan en la presente, se refieren a cualquier composiciéon farmacéutica que contiene un antigeno del
PCV2, pudiéndose utilizar dicha composicion para prevenir o tratar una enfermedad o trastorno asociado con una
infeccion por PCV2 en un sujeto. Una composicion inmunogénica preferida puede inducir, estimular o reforzar la
respuesta inmune frente al PCV2. Por lo tanto, la expresién abarca tanto composiciones inmunogénicas de
subunidades, tales como las que se describen a continuacidon, asi como composiciones que contienen PCV2
completo matado o atenuado y/o inactivado.

Por lo tanto, segun otro aspecto, la presente descripcidon proporciona un método para la profilaxis y el tratamiento de
una infeccion subclinica por PCV2, un método para aumentar el aumento de peso medio en un animal o un grupo de
animales (piara) infectados subclinicamente con PCV2, un método para la reduccidon del nimero de animales con
una carga virica comprendida entre 10* a 10° copias gendmicas por ml de suero, un método para la reduccién del
nimero de animales con una carga virica por encima de 10° copias gendmicas por ml de suero en una piara
infectada subclinicamente, un método para la reduccién de la excrecién nasal del virus, un método para la reduccion
de la duracion de la viremia en animales infectados subclinicamente con PCV2, un método para la reduccion de la
tasa de morbilidad en una piara infectada subclinicamente, un método para la reduccién de la tasa de mortalidad en
una piara infectada subclinicamente, comprendiendo todos ellos la etapa de administrar una cantidad
terapéuticamente eficaz de un antigeno del PCV2 o una composicion inmunogénica que comprende un antigeno del
PCV2 a un animal que necesita dicho tratamiento, en la que la composicién inmunogénica es una composicion
inmunogénica de subunidades o una composicién que contiene PCV2 completo matado o atenuado y/o inactivado.

La expresion "composicién inmunogénica de subunidades", tal como se utiliza en la presente memoria, se refiere a
una composicion que contiene al menos un polipéptido o antigeno inmunogénico, pero no todos los antigenos,
derivado u homdlogo de un antigeno procedente del PCV2. Una composicion de este tipo esta sustancialmente
exenta de PCV2 intacto. Asi, una "composiciéon inmunogénica de subunidades" se prepara a partir de polipéptidos
inmunogénicos procedentes del PCV2 al menos parcialmente purificados o fraccionados (preferiblemente
esencialmente purificados), o analogos recombinantes de los mismos. Una composicion inmunogénica de
subunidades puede comprender las subunidades del antigeno o antigenos de interés esencialmente exentas de
otros antigenos o polipéptidos procedentes del PCV2, o en forma fraccionada. En el contexto de la invencion, la
composicion inmunogénica de subunidades preferida comprende la proteina ORF-2 del PCV2, como se describe a
continuacién. Las composiciones mas preferidas son las composiciones inmunogénicas de subunidades que
comprenden cualquiera de los antigenos del PCV2 proporcionados en el documento WOO06/072065, que se
incorporan todos en la presente memoria como referencia en su totalidad.

Segln un aspecto adicional, la composiciéon inmunogénica, como se utiliza en la presente memoria, comprende el
polipéptido expresado por ORF-2 del PCV2. El ADN y la proteina ORF-2 del PCV2, utilizados en la presente
memoria para la preparacién de las composiciones y en los procedimientos proporcionados en la presente memoria
es un dominio altamente conservado en aislados de PCV2 y, por lo tanto, cualquier ORF-2 del PCV2 sera eficaz
como fuente de ADN y/o de polipéptidos de ORF-2 del PCV2 tal como se usa en la presente memoria. Una proteina
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ORF-2 del PCV2 preferida es la de SEQ ID NO: 11 del documento WO06/072065. Un polipéptido ORF-2 del PCV
mas preferido se proporciona como SEQ ID NO: 5 en el documento WO06/072065. Sin embargo, los expertos en la
técnica entenderan que esta secuencia podria variar tanto como 6-10% en homologia de secuencia y aun conservar
las caracteristicas antigénicas que la hacen (til en composiciones inmunogénicas. Las caracteristicas antigénicas de
una composiciéon inmunolégica pueden estimarse, por ejemplo, mediante el experimento de exposicion como se
proporciona en el Ejemplo 4 del documento WOO06/072065. Ademas, se sigue conservando la caracteristica
antigénica de un antigeno modificado cuando el antigeno modificado confiere al menos 70%, preferiblemente 80%,
mas preferiblemente 90% de la inmunidad protectora, en comparacién con la proteina ORF-2 del PCV2, codificada
por la secuencia polinucleotidica de SEQ ID NO: 3 o SEQ ID NO: 4, como se proporciona en el documento
WO06/072065.

Por lo tanto, segun otro aspecto, la presente descripcion proporciona un método para la profilaxis y el tratamiento de
una infeccion subclinica por PCV2, un método para aumentar el aumento de peso medio en un animal o un grupo de
animales (piara) infectados subclinicamente con PCV2, un método para la reducciéon del nGmero de animales con
una carga virica comprendida entre 10* y 10° copias genémicas por ml de suero, un método para la reduccion del
nimero de animales con una carga virica por encima de 10° copias genémicas por ml de suero en una piara
infectada subclinicamente, un método para la reduccion de la excrecion nasal del virus, un método para la reduccion
de la duracién de la viremia en animales infectados subclinicamente con PCV2, un método para la reduccion de la
tasa de morbilidad en una piara infectada subclinicamente, un método para la reduccién de la tasa de mortalidad en
una piara infectada subclinicamente, comprendiendo todos ellos la etapa de administrar una cantidad
terapéuticamente eficaz de un antigeno del PCV2 o una composicion inmunogénica que comprende un antigeno del
PCV2 a un animal que necesita dicha administracién, en la que la el antigeno del PCV2 es una proteina ORF-2 del
antigeno del PCV2 que presenta al menos 70%, preferiblemente 80%, incluso més preferiblemente 90% de
inmunidad protectora en comparacién con la proteina ORF-2 del PCV2 codificada por la secuencia polinucleotidica
de la SEQ ID NO: 3 o la SEQ. ID. NO: 4, como se proporciona en el documento WO06/072065. Preferiblemente,
dicha ORF-2 del PCV2 tiene la secuencia de SEQ ID NO: 11 o SEQ ID NO: 5 del documento WO06/072065.

En algunas formas, las porciones inmunogénicas de la proteina ORF-2 del PCV2 se usan como el componente
antigénico en la composicion inmunogénica, que comprende el antigeno del PCV2. La expresion “porcion
inmunogénica”, tal como se usa en la presente memoria, se refiere a formas truncadas y/o sustituidas, o a
fragmentos de la proteina y/o del polinucle6tido ORF-2 del PCV2, respectivamente. Preferiblemente, dichas formas
truncadas y/o sustituidas o fragmentos comprenderan al menos 6 aminoacidos contiguos procedentes del
polipéptido ORF-2 de longitud completa. Mas preferiblemente, las formas truncadas o sustituidas, o los fragmentos,
tendran al menos 5, preferiblemente 8, mas preferiblemente 10, mas preferiblemente al menos 15 y adn mas
preferiblemente al menos 19 aminodcidos contiguos procedentes del polipéptido ORF-2 del PCV de longitud
completa. Dos secuencias preferidas a este respecto se proporcionan como SEQ ID NO: 9 y SEQ ID NO: 10 del
documento WO06/072065. Se entiende ademas que dichas secuencias pueden ser parte de fragmentos mayores o
formas truncadas.

Como se ha mencionado anteriormente, un polipéptido ORF-2 del PCV2 preferido adicionalmente es cualquiera
codificado por las secuencias de nucleétidos SEQ ID NO: 3 o SEQ ID NO: 4. Sin embargo, los expertos en la técnica
entenderan que esta secuencia podria variar tanto como 6-20% en homologia de secuencia y aun conservar las
caracteristicas antigénicas que la hacen util en composiciones inmunogénicas. En algunas formas, se utiliza una
forma truncada o sustituida o un fragmento de este polipéptido ORF-2 del PVC2 como el componente antigénico en
la composicion. Preferiblemente, dichas formas truncadas o sustituidas o fragmentos comprenderan al menos 18
nucleétidos contiguos procedentes de la secuencia de nucleétidos de longitud completa del ORF-2 del PCV2, por
ejemplo de SEQ ID NO: 3 o SEQ ID NO: 4. Mas preferiblemente, las formas truncadas o sustituidas, o los
fragmentos, tendran al menos 30, méas preferiblemente al menos 45, y aun mas preferiblemente al menos 57
nucleétidos contiguos de la secuencia de nucleétidos del ORF-2 del PCV2 de longitud completa, por ejemplo, SEQ
ID NO: 30 SEQ ID NO: 4.

“|dentidad de secuencia”, tal como se conoce en la técnica, se refiere a una relacion entre dos o mas secuencias de
polipéptidos o dos 0 mas secuencias de polinucleotidos, es decir una secuencia de referencia y una secuencia dada
que debe ser comparada con la secuencia de referencia. La identidad de secuencia se determina comparando la
secuencia dada con la secuencia de referencia después de haber alineado de forma dptima las secuencias para
producir el grado mas alto de similitud de secuencia, segun se determina por el apareamiento entre las hebras de
dichas secuencias. Tras el alineamiento, la identidad de secuencia se constata sobre una base de posicion-a-
posicion, por ejemplo, las secuencias son “idénticas” en una posicion particular si en esa posicién los restos de
nucleétidos o aminoacidos son idénticos. EI nimero total de dichas identidades de posicién se divide entonces por el
namero total de nucledtidos o restos en la secuencia de referencia para proporcionar el % de identidad de
secuencia. La identidad de 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 Griffin, H. G., comps., Humana Press, Nueva Jersey
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(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), cuyas ensefianzas se incorporan en la presente memoria como referencia.

Métodos preferidos para determinar la identidad de secuencia se disefian para obtener el apareamiento mayor entre
las secuencias sometidas a ensayo. Los métodos para determinar la identidad de secuencia estan codificados en
programas informaticos disponibles publicamente 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 en el NCBI y 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),
cuyas ensefianzas se incorporan en la presente memoria como referencia). Estos programas alinean de forma
optima las 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, para un nucleétido que tiene una
secuencia de nucleétidos que tiene al menos, por ejemplo, 85%, preferiblemente 90%, incluso mas preferiblemente
95% de "identidad de secuencia" con una secuencia de nucledtidos de referencia, se entiende que la secuencia de
nucleétidos del polinucleétido dado es idéntica a la secuencia de referencia, excepto que la secuencia de
nucleétidos dada puede incluir hasta 15, preferiblemente hasta 10, incluso més preferiblemente hasta 5 mutaciones
puntuales por cada 100 nucledtidos de la secuencia de nucleétidos de referencia. En otras palabras, en un
polinucleétido que tenga una secuencia de nucleétidos que tenga al menos 85%, preferiblemente 90%, incluso mas
preferiblemente 95% de identidad con relaciobn a la secuencia de nucleétidos de referencia, hasta 15%,
preferiblemente 10%, incluso més preferiblemente 5% de los nucleétidos en la secuencia de referencia puede tener
deleciones o estar sustituido con otro nucledtido, o un cierto numero de nucleotidos de hasta 15%, preferiblemente
10%, incluso més preferiblemente 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 nucledtidos de referencia o en cualquier parte entre esas posiciones terminales,
entremezcladas bien individualmente entre nucleétidos en la secuencia de referencia o bien en uno o mas grupos
contiguos dentro de la secuencia de referencia. Anadlogamente, para un polipéptido que tiene una secuencia de
aminoécidos dada que tenga al menos, por ejemplo, 85%, preferiblemente 90%, incluso mas preferiblemente 95%
de identidad de secuencia con una secuencia de aminoacidos de referencia, se entiende que la secuencia de
aminoé&cidos del polipéptido dado es idéntica a la secuencia de referencia excepto que la secuencia de polipéptidos
dada puede incluir hasta 15, preferiblemente hasta 10, incluso méas preferiblemente hasta 5 alteraciones de
aminoacidos por cada 100 aminoacidos de la secuencia de aminoacidos de referencia. En otras palabras, para
obtener una secuencia de polipéptidos dada que tenga al menos 85%, preferiblemente 90%, incluso mas
preferiblemente 95% de identidad de secuencia con una secuencia de aminoacidos de referencia, hasta 15%,
preferiblemente hasta 10%, incluso mas preferiblemente hasta 5% de los restos aminoacidos en la secuencia de
referencia puede tener deleciones o estar sustituido con otro aminoacido, o un cierto numero de aminoécidos de
hasta 15%, preferiblemente hasta 10%, incluso méas preferiblemente hasta 5% del numero total de restos
aminoéacidos 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 restos en la secuencia de referencia o en uno o mas grupos contiguos dentro de la secuencia de referencia.
Preferiblemente, las posiciones de los restos que no son idénticas difieren en sustituciones conservativas de
aminoacidos. Sin embargo, las sustituciones conservativas no estan incluidas como apareamiento cuando se
determina la identidad de secuencia.

“Homologia de secuencia”, tal como se utiliza en la presente memoria, se refiere a un método para determinar el
grado de relacion de dos secuencias. Para determinar la homologia de secuencia, se alinean de forma 6ptima dos o
MAas secuencias y, si es necesario, se introducen huecos. Sin embargo, en contraposicién con la “identidad de
secuencia’, las sustituciones conservativas de aminoacidos se cuentan como un apareamiento cuando se determina
la homologia de secuencia. En otras palabras, para obtener un polipéptido o polinucledtido que tiene 95% de
homologia de secuencia con una secuencia de referencia, 85%, preferiblemente 90%, incluso mas preferiblemente
95% de los restos de aminoacidos o nucleétidos en la secuencia de referencia debe aparearse o comprender una
sustitucion conservativa con otro aminoécido o nucleétido, o un cierto nimero de amino&cidos o nucleétidos hasta
15%, preferiblemente hasta 10%, incluso méas preferiblemente hasta 5% del total de restos de aminoacidos o
nucleétidos, sin incluir las sustituciones conservativas, en la secuencia de referencia puede estar insertdo en la
secuencia de referencia. Preferiblemente, la secuencia homéloga comprende al menos un tramo de 50, incluso mas
preferiblemente de al menos 100, incluso mas preferiblemente de al menos 250 e incluso mas preferiblemente de al
menos 500 nucleotidos.

Una "sustitucion conservativa” se refiere a la sustitucion de un resto aminoacido o nucleétido con otro resto

aminoéacido o nucledtido que tiene caracteristicas o propiedades similares, incluido el tamafio, la hidrofobicidad, etc.,
de modo que la funcionalidad global no cambia significativamente.
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“Aislado” significa alterado “por la mano del hombre” respecto a 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 polinucleétido o
polipéptido que esta presente de forma natural en un organismo vivo no esta “aislado”, pero el mismo polinucleétido
o polipéptido separado de los materiales coexistentes en su estado natural esta “aislado”, tal como se emplea el
término en la presente memoria.

Por lo tanto, segun otro aspecto, la presente invencién proporciona un método para la profilaxis y el tratamiento de
una infeccién subclinica por PCV2, un método para aumentar el aumento de peso medio en un animal o un grupo de
animales (piara) infectados subclinicamente con PCV2, un método para la reducciéon del nimero de animales con
una carga virica comprendida entre 10* a 10° copias gendémicas por ml de suero, un método para la reduccion del
ndamero de animales con una carga virica por encima de 10° copias genomicas por ml de suero en una piara
infectada subclinicamente, un método para la reduccion de la excrecion nasal del virus, un método para la reduccion
de la duracién de la viremia en animales infectados subclinicamente con PCV2, un método para la reduccion de la
tasa de morbilidad en una piara infectada subclinicamente, un método para la reduccion de la tasa de mortalidad en
una piara infectada subclinicamente, comprendiendo todos ellos la etapa de administrar una cantidad
terapéuticamente eficaz de proteina ORF-2 del PCV2 a un animal que necesita dicha administracion, en la que dicha
proteina ORF-2 del PCV2 es cualquiera de las descritas anteriormente. Preferiblemente, dicha proteina ORF-2 del
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 del documento WO06/07065,

i) cualquier polipéptido que es al menos 80% homologo con el polipéptido de i),

iii) cualquier porcién inmunogénica de los polipéptidos de i) y/o ii),

iv) la porcion inmunogénica de iii), que comprende al menos 5, preferiblemente 8, incluso mas

preferiblemente 10 amino&cidos contiguos incluidos en las secuencias de SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO:
6, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10 o SEQ ID NO: 11 del documento WO06/072065,

V) un polipéptido que es codificado por un ADN que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 3 0 SEQ ID
NO: 4 del documento WO06/072065,

Vi) cualquier polipéptido que es codificado por un polinucleétido que es al menos 80% homologo 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 la que el polinucle6tido que codifica dicha porcion inmunogénica

comprende al menos 30 nucleétidos contiguos incluidos en las secuencias de SEQ ID NO: 3 0 SEQ ID
NO: 4 del documento WO06/072065.

Preferiblemente, cualquiera de esas porciones inmunogénicas tiene las caracteristicas inmunogénicas de la proteina
ORF-2 del PCV2 que es codificada por la secuencia de SEQ ID NO: 3 0 SEQ ID NO: 4 del documento WO06/07065.

Segun un aspecto adicional, la proteina ORF-2 del PCV2 se proporciona en la composicion inmunogénica en un
nivel de inclusién de antigeno eficaz para el tratamiento de animales infectados subclinicamente con PCV2.
Preferiblemente, el nivel de inclusion de la proteina ORF-2 del PCV2 es al menos 0,2 pg de antigeno/ml de la
composicion inmunogénica final (ug/ml), méas preferiblemente de aproximadamente 0,2 a aproximadamente 400
pg/ml, incluso mas preferiblemente de aproximadamente 0,3 a aproximadamente 200 pg/ml, incluso mas
preferiblemente de aproximadamente 0,35 a aproximadamente 100 pg/ml, incluso mas preferiblemente de
aproximadamente 0,4 a aproximadamente 50 pg/ml, incluso mas preferiblemente de aproximadamente 0,45 a
aproximadamente 30 pg/ml, incluso mas preferiblemente de aproximadamente 0,6 a aproximadamente 15 pg /ml,
incluso més preferiblemente de aproximadamente 0,75 a aproximadamente 8 pug/ml, incluso mas preferiblemente de
aproximadamente 1,0 a aproximadamente 6 pg/ml, incluso méas preferiblemente de aproximadamente 1,3 a
aproximadamente 3,0 pg/ml, incluso méas 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 preferible de
aproximadamente 1,6 pg/ml.

Segun otro aspecto, el nivel de inclusién del antigeno ORF-2 del PCV es al menos 0,2 pg/proteina ORF-2 del PCV2,
tal como se ha descrito anteriormente, por dosis de la composicion antigénica final (ug/dosis), mas preferiblemente
de aproximadamente 0,2 a aproximadamente 400 pg/dosis, incluso mas preferiblemente de aproximadamente 0,3 a
aproximadamente 200 pg/dosis, incluso mas preferiblemente de aproximadamente 0,35 a aproximadamente 100
pg/dosis, incluso mas preferiblemente de aproximadamente 0,4 a aproximadamente 50 pg/dosis, incluso mas
preferiblemente de aproximadamente 0,45 a aproximadamente 30 pg/dosis, incluso 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,
incluso 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 preferible aproximadamente 1,6 pg/dosis.
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El polipéptido ORF-2 del PCV2 utilizado en la composicién inmunogénica segun la presente invencién se puede
obtener de cualquier manera, incluyendo el aislamiento y la purificacion del ORF2 del PCV2, sintesis convencional
de proteinas y metodologia recombinante. Los métodos preferidos para obtener el polipéptido ORF-2 del PCV2 se
proporcionan en el documento WO06/072065, cuyas ensefianzas y contenido se incorporan en la presente memoria
como referencia en su totalidad. Brevemente, se infectan células susceptibles con un vector virico recombinante que
contiene secuencias codificadoras del ADN de la ORF-2 del PCV2, el polipéptido ORF-2 del PCV2 es expresado por
el virus recombinante, y el polipéptido ORF-2 del PCV2 expresado se recupera del sobrenadante por filtracion y se
inactiva mediante cualquier método convencional, preferiblemente utilizando etilenimina binaria, que luego se
neutraliza para detener el proceso de inactivacion.

La composicién inmunogénica, tal como se utiliza en la presente memoria, también se refiere a una composicién que
comprende i) cualquiera de las proteinas ORF-2 del PCV2 descritas anteriormente, preferiblemente en las
concentraciones descritas anteriormente, y ii) al menos una porcién del vector virico que expresa dicha proteina
ORF-2 del PCV2, preferiblemente de un baculovirus recombinante. Ademas, la composicién inmunogénica puede
comprender i) cualquiera de las proteinas ORF-2 del PCV2 descritas anteriormente, preferiblemente en las
concentraciones descritas anteriormente, ii) al menos una porcidn del vector virico que expresa dicha proteina ORF-
2 del PCV2, preferiblemente de un baculovirus recombinante vy iii) una porcion del sobrenadante del cultivo celular.

Por lo tanto, segln otro aspecto, la presente invencion proporciona un método para la profilaxis y el tratamiento de
una infeccién subclinica por PCV2, un método para aumentar el aumento de peso medio en un animal o un grupo de
animales (piara) infectados subclinicamente con PCV2, un método para la reduccion del numero de animales con
una carga virica comprendida entre 10* a 10° copias gendémicas por ml de suero, un método para la reduccién del
nimero de animales con una carga virica por encima de 10° copias gendmicas por ml de suero en una piara
infectada subclinicamente, un método para la reduccion de la excrecion nasal del virus, un método para la reduccion
de la duracién de la viremia en animales infectados subclinicamente con PCV2, un método para la reduccion de la
tasa de morbilidad en una piara infectada subclinicamente, un método para la reduccién de la tasa de mortalidad en
una piara infectada subclinicamente, comprendiendo todos ellos la etapa de administrar una cantidad
terapéuticamente eficaz de un antigeno del PCV2 o una composicion inmunogénica que comprende un antigeno del
PCV2 a un animal que necesita dicho tratamiento, en la que el antigeno del PCV2 es el ORF-2 del PCV2
recombinante, preferiblemente un ORF-2 del PCV2 expresado por baculovirus. Preferiblemente, aquellos ORF-2 del
PCV2 recombinante o expresado por baculovirus tienen la secuencia como se ha descrito anteriormente.

La composicién inmunogénica, tal como se utiliza en la presente memoria, también se refiere a una composicion que
comprende i) cualquiera de las proteinas ORF-2 del PCV2 descritas anteriormente, preferiblemente en las
concentraciones descritas anteriormente, ii) al menos una porcion del vector virico que expresa dicha proteina ORF-
2 del PCV2, preferiblemente de un baculovirus recombinante, y iii) una porcién del cultivo celular; en la que
aproximadamente 90% de los componentes tienen un tamafio menor de 1 pum.

La composicion inmunogénica, tal como se utiliza en la presente memoria, también se refiere a una composicion que
comprende i) cualquiera de las proteinas ORF-2 del PCV2 descritas anteriormente, preferiblemente en las
concentraciones descritas anteriormente, ii) al menos una porcion del vector virico que expresa dicha proteina ORF-
2 del PCV2, iii) una porcion del cultivo celular, iv) y un agente inactivante para inactivar el vector virico
recombinante, preferiblemente la BEI, en la que aproximadamente 90% de los componentes i) a iii) tienen un tamafo
menor de 1 um. Preferiblemente, la BEI est4 presente en concentraciones eficaces para inactivar el baculovirus,
preferiblemente en una cantidad de 2 a aproximadamente 8 mM de BEI, preferiblemente de aproximadamente 5 mM
de BEI.

La composicion inmunogénica, tal como se utiliza en la presente memoria, también se refiere a una composiciéon que
comprende i) cualquiera de las proteinas ORF-2 del PCV2 descritas anteriormente, preferiblemente en las
concentraciones descritas anteriormente, ii) al menos una porcion del vector virico que expresa dicha proteina ORF-
2 del PCV?2, iii) una porcion del cultivo celular, iv) un agente inactivante para inactivar el vector virico recombinante,
preferiblemente BEI, y v) un agente de neutralizacion para detener la inactivacion mediada por el agente inactivante,
en la que aproximadamente el 90% de los componentes i) a iii) tienen un tamafio menor de 1 um. Preferiblemente, si
el agente inactivante es la BEI, dicha composicién comprende tiosulfato de sodio en cantidades equivalentes a la
BEI.

El polipéptido se incorpora en una composicion que puede ser administrada a un animal susceptible de una infeccién
por PCV2. En las formas preferidas, la composicion 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 composicién puede incluir uno o mas soportes aceptables desde un punto de vista
veterinario. Tal como se utiliza en la presente memoria, "un vehiculo aceptable desde un punto de vista veterinario"
incluye uno y cualesquiera disolventes, medios dispersantes, recubrimientos, adyuvantes, agentes estabilizadores,
diluyentes, conservantes, agentes antibacterianos y antifingicos, agentes isotonicos, agentes que retardan la
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adsorcion y similares. En un modo de realizacion preferido, la composicién inmunogénica comprende la proteina
ORF-2 del PCV2 segln se proporciona en la presente memoria, preferiblemente en las concentraciones descritas
anteriormente, la cual se mezcla con un adyuvante, preferiblemente Carbopol, y disolucién salina fisiolégica.

Los expertos en la técnica comprenderan que la composicion utilizada en la presente memoria puede incorporar
disoluciones estériles inyectables fisioldgicamente aceptables conocidas. Para preparar una disolucion lista para el
uso para inyeccion parenteral o infusion, se encuentran disponibles facilmente disoluciones isoténicas acuosas, tales
como, por ejemplo, disolucion salina o correspondientes disoluciones de proteinas en plasma. Ademas, las
composiciones de vacuna e inmunogénicas para uso en la presente invencion pueden incluir diluyentes, agentes
isoténicos, estabilizantes o adyuvantes. Los diluyentes pueden incluir agua, disolucion salina, dextrosa, etanol,
glicerol y similares. Los agentes isoténicos pueden incluir cloruro de sodio, dextrosa, manitol, sorbitol y lactosa, entre
otros. Los estabilizantes incluyen albdimina y sales alcalinas de acido etilendiaminotetracético, entre otros.

“Adyuvantes”, tal como se utiliza en la presente memoria, pueden incluir hidroxido de aluminio y fosfato de aluminio,
saponinas, por ejemplo, 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 y emulsion de
agua en aceite en agua. La emulsion puede tener una base, en particular, de aceite de parafina liquido ligero (tipo de
la Farmacopea Europea); aceite isoprenoide, tal como aceite de escualano o de escualeno, que resulta de la
teoligomerizacion 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-(caprilato/caprato) de glicerilo o dioleato de propilenglicol; ésteres de acidos grasos o alcoholes ramificados, en
particular ésteres de Acido isostearico. El aceite se utiliza en combinacion con emulsionantes para formar la
emulsion. Los emulsionantes son preferiblemente tensioactivos no iénicos, en particular ésteres de sorbitano, de
manida (por ejemplo, oleato de anhidromanitol), de glicol, de poliglicerol, de propilenglicol y de acido oleico,
isostedrico, ricinoleico o hidroxiestearico, que estan opcionalmente etoxilados, y copolimeros de bloques de
polioxipropileno-polioxietileno, en particular los productos Pluronic, especialmente 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 adyuvante es un compuesto elegido entre los polimeros de &cido acrilico o metacrilico y
los copolimeros de anhidrido maleico y derivado de alquenilo. Compuestos adyuvantes ventajosos son los polimeros
de acido acrilico o metacrilico que estan reticulados, especialmente con polialquenil-éteres de azUcares o
polialcoholes. Estos compuestos se conocen con el término de carbémero (Phameuropa, vol. 8, n° 2, junio 1996).
Los expertos en la técnica también pueden referirse 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 sustituidos con 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, por ejemplo, vinilos, alilos y otros grupos etilénicamente insaturados. Los radicales
insaturados también pueden contener otros sustituyentes, tales como metilo. Los productos vendidos con el nombre
Carbopol; (BF Goodrich, Ohio, EE.UU.) son particularmente apropiados. Estan reticulados con una alilsacarosa o
con alilpentaeritritol. Entre ellos se pueden mencionar el Carbopol 974P, 934P y 971P. Lo mas preferido es el uso de
Carbopol, en particular el uso de Carbopol 971P, preferiblemente en cantidades de aproximadamente 500 ug a
aproximadamente 5 mg por dosis, incluso més preferido en una cantidad de aproximadamente 750 pg a
aproximadamente 2,5 mg por dosis y, lo més preferido, en una cantidad de aproximadamente 1 mg por dosis.

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

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

Adicionalmente, la composicién puede incluir uno o mas soportes farmacéuticamente aceptables. Tal como se utiliza
en la presente memoria, "un vehiculo farmacéuticamente aceptable” incluye uno y cualesquiera disolventes, medios
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dispersantes, recubrimientos, agentes estabilizadores, diluyentes, conservantes, agentes antibacterianos y
antifingicos, agentes isotonicos, agentes que retardan la adsorcién y similares. Lo mas preferiblemente, la
composicion proporcionada en la presente memoria contiene la proteina ORF-2 del PCV2 recuperada del
sobrenadante de células cultivadas in vitro, en la que dichas células se infectaron con un vector virico recombinante
gue contenia ADN de ORF-2 del PCV2 y que expresaban la proteina ORF-2 del PCV2, y en la que dicho cultivo
celular se traté con aproximadamente 2 a aproximadamente 8 mM de BEI, preferiblemente con aproximadamente 5
mM de BEI, para inactivar el vector virico, y una concentracién equivalente de un agente de neutralizacion,
preferiblemente disolucion de tiosulfato de sodio hasta una concentracion final de aproximadamente 2 a
aproximadamente 8 mM, preferiblemente de aproximadamente 5 mM.

También se describe una composicion inmunogénica para aumentar el aumento de peso medio en un animal o un
grupo de animales (piara) infectados subclinicamente con PCV2, reduccién del nimero de animales con una carga
virica comprendida entre 10* a 10° copias genémicas por ml de suero, reduccién del nimero de animales con una
carga virica por encima de 10° copias genoémicas por ml de suero en una piara infectada subclinicamente, reducir la
excrecion nasal del virus, reduccién de la duracién de la viremia en animales infectados subclinicamente con PCV2,
reduccion de la tasa de morbilidad en una piara infectada subclinicamente, un método para la reduccion de la tasa
de mortalidad en una piara infectada subclinicamente, en la que dicha composicién inmunogénica comprende i)
cualquiera de las proteinas ORF-2 del PCV2 descritas anteriormente, preferiblemente en las concentraciones
descritas anteriormente, ii) al menos una porcion del vector virico que expresa dicha proteina ORF-2 del PCV?2, iii)
una porcién del cultivo celular, iv) un agente inactivante para inactivar el vector virico recombinante, preferiblemente
BEI, v) un agente de neutralizacion para detener la inactivacion mediada por el agente inactivante, preferiblemente
tiosulfato de sodio en cantidades equivalentes al BEI; y vi) un adyuvante adecuado, preferiblemente Carbopol 971,
en las cantidades descritas anteriormente; en la que aproximadamente el 90% de los componentes i) a iii) tienen un
tamafio menor de 1 pm.

Segln un aspecto adicional, esta composicién inmunogénica comprende, ademds, una sal farmacéuticamente
aceptable, preferiblemente una sal de fosfato, en concentraciones fisioldgicamente aceptables. Preferiblemente, el
pH de dicha composicidon inmunogénica se ajusta a un pH fisiolégico, lo que significa entre aproximadamente 6,5 y
7,5.

La composicion inmunogénica, tal como se utiliza en la presente memoria, se refiere también a una composicion que
comprende, por 1 ml i) al menos 1,6 pug de proteina ORF-2 del PCV2 descrita anteriormente, ii) al menos una porcion
de baculovirus que expresa dicha proteina ORF-2 del PCV2, iii) una porcién del cultivo celular, iv) BEI de
aproximadamente 2 a 8 mM, v) tiosulfato de sodio en cantidades equivalentes a las de la BEI; y vi)
aproximadamente 1 mg de Carbopol 971, y vii) sal de fosfato en una concentracion fisiolégicamente aceptable; en la
que aproximadamente 90% de los componentes i) a iii) tiene un tamafio menor que 1 um, y el pH de dicha
composicion inmunogénica se ajusta a aproximadamente 6,5 a 7,5.

Las composiciones inmunogénicas pueden ademas incluir uno o més de otros agentes inmunomoduladores, tales
como, por ejemplo, interleuquinas, interferones u otras citoquinas. Las composiciones inmunogénicas pueden
también incluir gentamicina y mertiolato. Si bien las cantidades y concentraciones de los adyuvantes y aditivos Utiles
en el contexto de la presente invencion pueden ser facilmente determinadas por los expertos en la técnica, la
presente invencion contempla composiciones que comprenden de aproximadamente 50 pug a aproximadamente
2.000 pg de adyuvante y preferiblemente aproximadamente 250 pg/ml de dosis de la composicién de vacuna. Asi, la
composicion inmunogénica, tal como se utiliza en la presente memoria, se refiere también a una composicion que
comprende de aproximadamente 1 ug/ml a aproximadamente 60 ug/ml de antibidticos, y mas preferiblemente menos
de aproximadamente 30 pg/ml de antibidticos.

La composicién inmunogénica, tal como se utiliza en la presente memaoria, también se refiere a una composicion que
comprende i) cualquier proteina ORF-2 del PCV2 descrita anteriormente, preferiblemente en las concentraciones
descritas anteriormente, ii) al menos una porcién del vector virico que expresa dicha proteina ORF-2 del PCV?2, iii)
una porcién del cultivo celular, iv) un agente inactivante para inactivar el vector virico recombinante, preferiblemente
BEI, v) un agente de neutralizacion para detener la inactivacion mediada por el agente inactivante, preferiblemente
tiosulfato de sodio en cantidades equivalentes al BEI; vi) un adyuvante adecuado, preferiblemente Carbopol 971, en
las cantidades descritas anteriormente; vii) una concentracion farmacéuticamente aceptable de una disolucion
tampon salina, preferiblemente de una sal fosfato, y viii) un agente anti-microbiolégico activo; en la que
aproximadamente el 90% de los componentes i) a iii) tiene un tamafio menor de 1 pm.

La composicion inmunogénica, tal y como se utiliza en la presente memoria, se refiere también a Ingelvac®,
CircoFLEXTM, (Boehringer Ingelheim Vetmedica Inc, St Joseph, MO, EE.UU.), CircoVac® (Merial SAS, Lyon,
Francia), CircoVent (Intervet Inc., Millsboro, DE, EE.UU.) o0 Suvaxyn PCV-2 One Dose® (Fort Dodge Animal Health,
Kansas City, KA, EE.UU.). Por lo tanto, segun otro aspecto, la presente invencidn proporciona un método para la
profilaxis y el tratamiento de una infeccién subclinica por PCV2, un método para aumentar el aumento de peso
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medio en un animal o un grupo de animales (piara) infectados subcllnlcamente con PCV2, un método para la
reduccion del nUmero de animales con una carga virica comprendida entre 10* y 10° copias genomicas por ml de
suero, un método para la reducciéon del nimero de animales con una carga virica por encima de 10° copias
gendémicas por ml de suero en una piara infectada subclinicamente, un método para la reduccién de la excrecién
nasal del virus, un método para la reduccion de la duracion de la viremia en animales infectados subclinicamente
con PCV2, un método para la reduccién de la tasa de morbilidad en una piara infectada subclinicamente, un método
para la reduccién de la tasa de mortalidad en una piara infectada subclinicamente, que comprende la etapa de
administrar una cantidad eficaz de un antigeno del PCV2 a un animal que necesita dicha admlnlstramon en la que
dicha composicién inmunogénica comprende un antigeno del PCV2 es Ingelvac® CircoFLEX™, Circovac®,
CircoVent y/o Suvaxyn PCV-2 One Dose®, preferiblemente es Ingelvac® o CircoFLEX™

La expresion “una cantidad eficaz de un antigeno del PCV2”, tal como se utiliza en la presente memoria, significa
pero no se limita a una cantidad de un antigeno del PCV2 que provoca o es capaz de provocar una respuesta
inmunolégica en un animal, al cual se administra dicha cantidad eficaz de un antigeno del PCV2.

La cantidad que es eficaz depende de los ingredientes de una vacuna y del esquema de administracion.
Tipicamente, cuando se utiliza una preparacion con un virus inactivado o un virus vivo modlflcado en una vacuna de
combinacion, se utilizara una cantidad de vacuna que contenga aproximadamente 10 a aproximadamente 10%°
DICTso por dosis, preferiblemente aproxmadamente 10* a aproxmadamente 10%° DICTso por dosis, mas
preferiblemente, aproximadamente 10*° a aproximadamente 10%° DICTs, por dosis. En particular, cuando se utiliza
PCV2 vivo modificado en una vacuna, Ia dosis recomendada para ser administrada al animal susceptible es
preferiblemente de aprOX|madamente 10*° DICTso (50% del punto final de la dosis |nfeCC|osa en cultivo de
tejido)/dosis a aprOX|madamente 10°° DICTso/dosis, y mas preferiblemente de aproximadamente 10*° DICTso/dosis
a aproxmadamente 10°° DICTso/dosis. En general Ia cantldad de antigeno sera entre 0,2 y 5.000 mlcrogramos y
entre 10%° y 10%° DICTsy, preferiblemente entre 10*°y 10%° DICTso, mas preferiblemente entre 10*°y 10°° DICTso,
cuando se utiliza un antigeno purificado.

Las vacunas de subunidades se administran normalmente con un nivel de inclusion del antigeno de al menos 0,2 ug
de antigeno por dosis, preferiblemente con aproximadamente 0,2 hasta aproximadamente 400 pg/dosis, incluso mas
preferiblemente con aproximadamente 0,3 hasta aproximadamente 200 pg/dosis, incluso méas preferiblemente con
aproximadamente 0,35 hasta aproximadamente 100 pg/dosis, incluso méas preferiblemente con aproximadamente
0,4 hasta aproximadamente 50 pg/dosis, incluso mas preferiblemente con aproximadamente 0,45 hasta
aproximadamente 30 pg/dosis, incluso méas preferiblemente con aproximadamente 0,6 hasta aproximadamente 16
pg/dosis, incluso mas preferiblemente con aproximadamente 0,75 hasta aproximadamente 8 pg/dosis, incluso mas
preferiblemente con aproximadamente 1,0 hasta aproximadamente 6 pg/dosis, y incluso mas preferiblemente con
aproximadamente 1,3 hasta aproximadamente 3,0 pg/dosis.

Se ha demostrado que la inmunidad procedente de la madre confiere un determinado grado de proteccién frente a la
infeccion por PCV2 y a las enfermedades clinicas asociadas con las infecciones por PCV2. Se ha demostrado que
esta proteccion es dependiente de la titulacién: las titulaciones mas altas son protectoras generalmente mientras que
las titulaciones mas bajas no lo son (McKeown et al., 2005; Clin. Diagn. Lab. Immunol.; 12: 1347-1351). Se ha
estimado que la semivida media de los anticuerpos en los animales destetados es de 19,0 dias, y la ventana para la
degradacidn del anticuerpo pasivo contra el PCV2 en una poblacién es relativamente amplia (Opriessnig et al., 2004,
J. Swine Health Prod., 12: 186-191). La presencia de anticuerpo procedente de la madre no sélo puede conferir un
determinado grado de proteccion frente a infecciones virales, que, sin embargo, no se puede predecir, sino que
también se sabe que disminuye la eficacia de la inmunizacién. Se ha descubierto, de forma sorprendente, que la
presencia de anticuerpos anti-PCV2, en particular de titulos de anticuerpos anti-PCV2 de hasta 1:1000, no afecta a
la eficacia del tratamiento con PCV2.

Por lo tanto, segun otro aspecto, la presente descripcién proporciona un método para la profilaxis y el tratamiento de
una infeccion subclinica por PCV2, un método para aumentar el aumento de peso medio en un animal o un grupo de
animales (piara) infectados subcllnlcamente con PCV2, un método para la reduccion del nimero de animales con
una carga virica comprendida entre 10* a 10° copias genomlcas por ml de suero, un método para la reduccion del
nimero de animales con una carga virica por encima de 10° copias gendmicas por ml de suero en una piara
infectada subclinicamente, un método para la reduccién de la excrecion nasal del virus, un método para la reduccion
de la duracion de la viremia en animales infectados subclinicamente con PCV2, un método para la reduccion de la
tasa de morbilidad en una piara infectada subclinicamente, un método para la reduccion de la tasa de mortalidad en
una piara infectada subclinicamente, comprendiendo todos ellos la etapa de administrar una cantidad
terapéuticamente eficaz de un antigeno del PCV2 o una composicion inmunogénica que comprende un antigeno del
PCV2 a un animal que necesita dicha administracion, en la que los animales en el momento de la vacunacion tienen
anticuerpos anti-PCV2, preferiblemente en la que dichos animales tienen en el momento de la vacunacién un titulo
de anticuerpos anti-PCV2 detectable de hasta 1:100, preferiblemente de mas de 1:100, incluso mas preferiblemente
de mas de 1:250, incluso mas preferiblemente de méas de 1:500, incluso mas preferiblemente de 1:640, incluso mas
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preferiblemente de mas de 1:750, y lo mas preferible de mas de 1:1000. Preferiblemente, esta titulacion de
anticuerpos anti-PCV2 es detectable y cuantificable en un ensayo inmune especifico anti-PCV2, preferiblemente en
el ensayo tal como se describe en el Ejemplo 2.

Métodos para la deteccién y cuantificacién de anticuerpos anti-PCV2 son muy conocidos en la técnica. Por ejemplo,
la deteccion y cuantificacion de anticuerpos del PCV2 puede realizarse por inmunofluorescencia indirecta, como se
describe en Magar et al., 2000, Can. J. Vet Res.; 64: 184-186 o Magar et al., 2000, J. Comp. Pathol.; 123: 258-269.
Ensayos adicionales para la cuantificacion de anticuerpos anti-PCV2 se describen en Opriessnig et al., 2006, 37"
Annual Meeting of the American Association of Swine Veterinarians. Ademas, el ejemplo 2 también describe un
ensayo de inmunofluorescencia indirecta, que puede utilizar un experto en la técnica. En los casos de resultados
controvertidos y en cualquier caso de duda, las titulaciones de anti-PCV2 tal y como se mencionan en la presente
memoria, se refieren a las que se estiman/pueden estimarse por el ensayo tal y como se describe en el Ejemplo 2.

Por lo tanto, segun otro aspecto, la presente descripcién proporciona un método para la profilaxis y el tratamiento de
una infeccion subclinica por PCV2, un método para aumentar el aumento de peso medio en un animal o un grupo de
animales (piara) infectados subcllnlcamente con PCV2, un método para la reduccion del nimero de animales con
una carga virica comprendida entre 10* y 10° copias genomlcas por ml de suero, un método para la reduccién del
nimero de animales con una carga virica por encima de 10° copias genomlcas por ml de suero en una piara
infectada subclinicamente, un método para la reduccion de la excrecion nasal del virus, un método para la reduccién
de la duracion de la viremia en animales infectados subclinicamente con PCV2, un método para la reduccion de la
tasa de morbilidad en una piara infectada subclinicamente, un método para la reduccion de la tasa de mortalidad en
una piara infectada subclinicamente, comprendiendo todos ellos la etapa de administrar una cantidad
terapéuticamente eficaz de un antigeno del PCV2 o una composicion inmunogénica que comprende un antigeno del
PCV2 a un animal joven que necesita dicha administracion.

La expresién “animal joven” tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a un animal de 1 a 22 dias de
edad. Preferiblemente, la expresién animal joven indica un animal de 1 a 20 dias de edad. Mas preferiblemente, la
expresion animal joven se refiere a un animal de 1 a 15 dias de edad, incluso mas preferiblemente de 1 dia de edad
a 14 dias de edad, incluso més preferiblemente de 1 a 12 dias de edad, incluso més preferiblemente de 1 a 10 dias
de edad, incluso mas preferiblemente de 1 a 8 dias de edad, incluso méas preferiblemente de 1 a 7 dias de edad,
incluso més preferiblemente de 1 a 6 dias de edad, incluso méas preferiblemente de 1 a 5 dias de edad, incluso mas
preferiblemente de 1 a 4 dias de edad, incluso méas preferiblemente de 1 a 3 dias de edad, incluso mas
preferiblemente de 1 6 2 dias de edad y lo mas preferiblemente a un animal de 1 dia de edad.

Debido a la ubicuidad del PCV2 en el campo, la mayoria de los lechones jévenes son seropositivos con respecto al
PCV2. Por lo tanto, segun un aspecto adicional, dichos animales jévenes, en el dia de la vacunacién/tratamiento,
tienen una titulacion detectable de anticuerpos anti-PCV2 de hasta 1:100, preferiblemente de méas de 1:100, incluso
mas preferiblemente de mas de 1:250, incluso mas preferiblemente de mas de 1:500, incluso mas preferiblemente
de 1:640, incluso mas preferiblemente de méas de 1:750, y lo mas preferiblemente de méas de 1:1000 en el dia de la
vacunacion/tratamiento.

La composicion segun la invencion se puede aplicar por via intradérmica, intratraqueal o intravaginal.
Preferiblemente, la composicion se puede aplicar por via intramuscular o intranasal, lo mas preferiblemente por via
intramuscular. En un cuerpo animal, se puede manifestar ventajoso aplicar las composiciones farmacéuticas, como
se han descrito anteriormente, mediante una inyeccién intravenosa o por inyeccion directa en los tejidos diana. Para
la aplicacidon sistémica, se prefieren las vias intravenosa, intravascular, intramuscular, intranasal, intraarterial,
intraperitoneal, oral o intratecal. Se puede efectuar una aplicacion mas local por via subcutanea, intradérmica,
intracutanea, intracardial, intralobular, intramedular, intrapulmonar o directamente en o cerca del tejido a tratar (tejido
conjuntivo, 6seo, muscular, nervioso o epitelial). Dependiendo de la duracion y eficacia de tratamiento deseados, las
composiciones pueden administrarse una o varias veces, también de forma intermitente, por ejemplo sobre una base
diaria durante varios dias, semanas o meses y en diferentes dosificaciones.

Preferiblemente, al menos una dosis de la composicién inmunogénica, tal como se ha descrito anteriormente, se
administra por via intramuscular al sujeto que lo necesite. Segun un aspecto adicional, el antigeno del PCV2 o la
composicion inmunogénica que comprende cualquiera de dichos antigenos del PCV2 como se han descrito en la
presente memoria, se embotella y se administra de un (1) mL a cinco (5) ml por dosis, preferiblemente a 1 ml por
dosis. Por lo tanto, segin un aspecto adicional, también se proporciona una composicién inmunogénicade 1 mla5
ml, preferiblemente de 1 ml, que comprende un antigeno del PCV2 como se ha descrito en la presente memoria,
para la profilaxis y el tratamiento de una infeccién subclinica por PCV2 en un animal o grupo de animales (piara),
para aumentar el aumento de peso medio en un animal o un grupo de animales (piara) infectados subcllnlcamente
con PCV2, para la reduccion del nimero de animales con una carga virica comprendida entre 10* y 10° coplas
gendmicas por ml de suero, para la reduccion del nimero de animales con una carga virica por encima de 10°
copias genémicas por ml de suero en una piara infectada subclinicamente, para la reduccion de la excreciéon nasal
del virus y la reduccién de la duracién de la viremia en animales infectados subclinicamente con PCV2, un método
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para la reduccion de la tasa de morbilidad en una piara infectada subclinicamente, un método para la reduccion de la
tasa de mortalidad en una piara infectada subclinicamente, comprendiendo todos ellos la etapa de administrar una
cantidad terapéuticamente eficaz de un antigeno del PCV2 o una composicion inmunogénica que comprende un
antigeno del PCV2 a un animal que necesita dicha administracion. La presente invencién también se refiere a un
método para la profilaxis y el tratamiento de una infeccién subclinica por PCV2 en un animal o grupo de animales
(piara), un método para aumentar el aumento de peso medio en un animal o un grupo de animales (piara) infectados
subcllnlcamente con PCV2, un método para la reduccion del nimero de animales con una carga virica comprendida
entre 10* a 10° copias genomlcas por ml de suero, un método para la reduccion del nUmero de animales con una
carga virica por encima de 10° copias genomicas por ml de suero en una piara infectada subclinicamente, un
método para la reduccién de la excrecion nasal del virus, un método para la reduccion de la duraciéon de la viremia
en animales infectados subclinicamente con PCV2, un método para la reduccién de la tasa de morbilidad en una
piara infectada subclinicamente, un método para la reducciéon de la tasa de mortalidad en una piara infectada
subclinicamente, comprendiendo todos ellos la etapa de administrar de 1 a 5 ml, preferiblemente 1 ml de una
cantidad terapéuticamente eficaz de un antigeno del PCV2 o una composicion inmunogénica que comprende un
antigeno del PCV2 a un animal que necesita dicha administracion.

Segun un aspecto adicional se da al menos una administracion adicional de al menos una dosis de la composicion
inmunogénica, tal como se ha descrito anteriormente, a un sujeto que lo necesita, en la que la segunda o cualquier
administracion adicional se da al menos 14 dias mas tarde de la administracion inicial o de cualquier administracion
anterior. Preferiblemente, la composiciébn inmunogénica se administra con un estimulante inmunoldégico.
Preferiblemente, dicho estimulante inmunoldgico se administra al menos dos veces. Preferiblemente, hay un
espacio de tiempo de al menos 3 dias, mas preferiblemente al menos 5 dias, incluso mas preferiblemente al menos
7 dias entre las primera y segunda administracion o cualquier administracion adicional del estimulante inmunolégico.
Preferiblemente, el estimulante inmunolégico se da al menos 10 dias, preferiblemente 15 dias, incluso mas
preferiblemente 20, incluso mas preferiblemente al menos 22 dias mas tarde de la administracion inicial de la
composicion inmunogénica proporcionada en la presente memoria. Un estimulante inmunoldgico preferido es, por
ejemplo, la hemocianina de lapa de agujero (KLH), preferiblemente emulsionada con adyuvante de Freund
incompleto (KLH/ICFA). Sin embargo, se entiende con la presente que también se puede usar cualquier otro
estimulante inmunoldgico conocido por los expertos en la técnica. La expresion “estimulante inmunoldgico”, tal como
se utiliza en la presente memoria, significa cualquier agente o composicion que pueda disparar la respuesta
inmunolégica, preferiblemente sin iniciar ni aumentar una respuesta inmunolégica especifica, por ejemplo la
respuesta inmunoldgica contra un agente patdgeno especifico. Se instruye, ademas, administrar el estimulante
inmunoldgico en una dosis adecuada.

La presente descripcion también se refiere al uso de un antigeno del PCV2 o una composicion inmunogénica que
comprende un antigeno del PCV2 para la preparacion de una medicina para la profilaxis y el tratamiento de una
infeccion crénica por PCV2 en un animal o grupo de animales (piara), para aumentar el aumento de peso medio en
un animal o un grupo de animales (piara) mfectados subcllnlcamente con PCV2, para la reduccion del nimero de
animales con una carga virica comprendida entre 10*a 10° coplas gendmicas por ml de suero, para la reduccion del
nimero de animales con una carga virica por encima de 10° copias genémicas por ml de suero en una piara
infectada subclinicamente, para la reduccion de la excrecion nasal del virus y la reduccidon de la duracién de la
viremia en animales infectados subclinicamente con PCV2, un método para la reduccion de la tasa de morbilidad en
una piara infectada subclinicamente y un método para la reduccion de la tasa de mortalidad en una piara infectada
subclinicamente. Preferiblemente, el antigeno del PCV2 es un antigeno recombinante, preferiblemente ORF-2 del
PCV2, e incluso més preferiblemente Ingelvac® CircoFLEX™

El “animal”, tal como se utiliza en la presente memoria, significa un suido, cerdo o lechén. Por lo tanto, segun otro
aspecto, la presente invencion proporciona un método para la profilaxis y el tratamiento de una infeccién subclinica
por PCV2 en cerdos, un método para aumentar el aumento de peso medio en un animal o un grupo de animales
(plara) infectados subcllnlcamente con PCV2, un método para la reduccion del nimero de animales con una carga
virica comprendida entre 10* y 10° copias genomlcas por ml de suero, un método para la reduccion del nimero de
animales con una carga virica por encima de 10° copias gendmicas por ml de suero en una piara infectada
subclinicamente, un método para la reduccion de la excrecion nasal del virus, un método para la reduccion de la
duracion de la viremia en animales infectados subclinicamente con PCV2, un método para la reduccion de la tasa de
morbilidad en una piara infectada subclinicamente, un método para la reduccion de la tasa de mortalidad en una
piara infectada subclinicamente, comprendiendo todos ellos la etapa de administrar una cantidad terapéuticamente
eficaz de un antigeno del PCV2 o una composicion inmunogénica que comprende un antigeno del PCV2 a cerdos
gue necesitan dicha administracion. Preferiblemente, el antigeno de PCV2 o la composiciéon inmunogénica que
comprende el antigeno de PCV2 es cualquiera de los descritos anteriormente, mas preferiblemente el antigeno de
PCV2 es Ingelvac® CircoFLEX™
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DESCRIPCION DETALLADA DE LOS MODOS DE REALIZACION PREFERIDOS

Los siguientes ejemplos recogen materiales y procedimientos preferidos de acuerdo con la presente invencion.
Aunque cualquier método y material similar o equivalente a los descritos en la presente memoria pueden usarse en
la practica o ensayos de la presente invencién, se describen ahora los métodos, mecanismos y materiales
preferidos. Ha de entenderse, sin embargo, que estos ejemplos se proporcionan a modo de ilustracion solamente, y
nada en ellos debe considerarse una limitacion del alcance global de la invencién, que se define por las
reivindicaciones.

EJEMPLO 1
Preparaciéon del antigeno ORF-2 del PCV2

Cultivos de células SF+ iniciales que estaban conservados en nitrégeno liquido se cultivaron en medio Excell 420
(JRH Biosciences, Inc., Lenexa, KS) en suspension en matraces de centrifugacion estériles con agitacion constante.
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,Ox106
células/mL, estos se dividieron en nuevos recipientes con una densidad de siembra de O,5-1,5x106 células/mL. Los
cultivos por expansion posteriores 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. Posteriormente, cada matraz se
sembré con un baculovirus recombinante que contenia el gen ORF-2 del PCV2 (SEQ ID NO: 4). El baculovirus
recombinante que contenia el gen ORF-2 del PCV2 se generdé como se describe en el documento WO06/072065.
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.

Después de la incubacién, se recogio el sobrenadante resultante, se filtré para eliminar los residuos celulares y se
inactivé. El sobrenadante se inactivo llevando su temperatura hasta 37+2°C, y se afiadi6 etilenimina binaria (BEI) al
sobrenadante hasta una concentracion final de 5 mM. Las muestras se agitaron entonces continuamente durante 72
a 96 horas. Se afiadié una disolucion de tiosulfato de sodio 1,0 M para proporcionar una concentracién final minima
de 5 mM para neutralizar cualquier BEI residual. Después de la inactivacion, se afiadi6 ORF-2 del PCV2 tamponado
con tampon fosfato y Carpopol a aproximadamente 0,5 a 2,5 mg/dosis. La dosis final comprende aproximadamente
16 pg de antigeno ORF-2 de PCV2.

EJEMPLO 2

Inmunoensayo anti-PCV2

Se sembraron células PK15 (por ejemplo, ATCC CCL-33) o VIDO R1 descritas en el documento WO 02/07721, en
una placa de 96 pocillos (aproximadamente 20.000 a 60.000 células por pocillo). Las células se infectaron con un
aislado de PCV2 cuando las monocapas tenian una confluencia de aproximadamente 65% a 85%. Las células
infectadas se incubaron durante 48 horas. Se elimin6 el medio y los pocillos se lavaron 2 veces con PBS. Se elimino
el tampon de lavado y las células se trataron con fijador de metanol/acetona 50/50 frio (aproximadamente 100
pl/pocillo) durante aproximadamente 15 min a aproximadamente -20°C. Se desecho el fijador y las placas se
secaron al aire. Se prepararon diluciones en serie de muestras de suero porcino en PBS, se afiadieron a las placas y
se incubaron para permitir que los anticuerpos, si estaban presentes, se unieran en las muestras de suero durante
aproximadamente 1 hora a 36,5(11°C. Ademas, se ensayaron en paralelo diluciones en serie de una muestra control
anti-PCV2 positiva y negativa (muestras de control positivo y muestras de control negativo). Las placas se lavaron
entonces tres veces con PBS. Se eliminé el PBS. Las placas se tifieron entonces con un conjugado comercial anti-
suido de cabra FITC diluido 1:100 en PBS y se incubé durante aproximadamente 1 hora a 36,5+1°C, lo que permite
la deteccion de los anticuerpos unidos a las células infectadas. Después de completar la incubacion, las microplacas
se retiraron del incubador, el conjugado se elimind y las placas se lavaron dos veces con PBS. Las placas se leyeron
utilizando microcopia de UV y los pocillos individuales se registraron como positivos 0 negativos. Las muestras de
control positivo y de control negativo se emplearon para controlar el sistema de ensayo. Si los controles se
encuentran dentro de los intervalos esperados, los resultados del ensayo se consideran aceptables con respecto a
los parametros del método de ensayo. Las titulaciones del anticuerpo en suero se calcularon utilizando la dilucion
mas alta que muestra una reactividad IFA especifica y se calcula el nimero de pocillos positivos por dilucion o un
50% del punto final utilizando la férmula de Reed-Muench apropiada.
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EJEMPLO 3
Eficacia de ORF-2 del PCV2 (Ingelvac® CircoFLEX™) en el tratamiento de la infeccién cronica por PCV2

OBJETIVO Y DISENO DEL ESTUDIO

En este estudio se incluyeron lechones convencionales de cinco grupos de semanas consecutivas, comprendiendo
cada una de ellas aproximadamente 300 animales. Los animales se distribuyeron igualmente en dos grupos de
tratamiento con respecto al peso corporal inicial y asignacién de la camada. El dia del destete un grupo (n = 775) se
vacuné con Ingelvac® CircoFLEX, que contenia la liberacién minima de contenido de antigeno, y el otro grupo (n =
773) recibié un producto de control (disolucién salina fisiolégica). La vacuna y el producto de control (PC) se dieron
como una dosis Unica de 1 ml intramuscularmente en la region derecha del cuello cuando los lechones tenian
aproximadamente 21 dias de edad.

Se registraron los pesos corporales individuales de todos los animales de estudio. Se realizaron observaciones
clinicas respecto a los sintomas asociados con el PCV2 y se registraron las desviaciones del estado de salud
general normal en una base de animales individuales.

Se analiz6 cuantitativamente la presencia de PCV2 mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) en
muestras de suero y de secreciones nasales. Ademas, se analizaron los titulos de anticuerpos del PCV2 en todos
los animales de estudio en el momento de la vacunacion y del mismo 5% de los animales de estudio
preseleccionados se analizaron por titulacion indirecta de anticuerpos fluorescentes (IFAT) como se ha descrito en el
Ejemplo 2.

Confirmacién del estado crénico (subclinico) del sitio de estudio:

El primer diagndstico de la PCVD en la granja se realiz6 4 meses antes de la realizacion del estudio. Se identifico
una tasa de mortalidad de 14,1% y la presencia de cerdos retrasados en la unidad de engorde. El rendimiento del
crecimiento fue mas bien pequefio (644 g/d). La presencia de infecciones por PCV2 se confirmd mediante examen
histologico. Las muestras pulmonares mostraron neumonia intersticial y se identificd el PCV2 por IHC entre las
lesiones.

En la figura 1 se puede observar que la tasa de mortalidad durante el engorde disminuyd considerablemente de
14,1% a 8,1% lo que sugiere una evolucion de una infeccién de PCVD aguda a una infeccion subclinica.

Confirmacién de la infeccién subclinica de los animales de estudio

La evolucion a infeccion subclinica en la granja se confirmd mediante los resultados obtenidos durante el estudio.
Los animales de estudio se caracterizaron por una carga virica subclinica predominante, una tasa de mortalidad baja
(por debajo de 10%) y una tasa de morbilidad baja (por debajo de 10%).

RESULTADOS
Viremia

La mayor proporcién de animales virémicos se observo en la semana 14 del estudio, con 55,5% de animales
virémicos en el grupo tratado con PC y aproximadamente 10% de animales virémicos en el grupo vacunado. Como
se muestra en las figuras 4 y 5, la mayoria de los animales en ambos grupos de tratamiento tenian solo cargas
viricas subclinicas (definida como 10*-10° equivalentes genémicos por ml). La mayor proporcion de animales con
cargas de PCV2 clinicamente relevantes (> 10° equivalentes genomicos por ml) fue de 2,52% para los animales
tratados con PC y 0,87% para los animales vacunados.

Mortalidad

La tasa de mortalidad antes y después del inicio de la viremia fue méas bien baja. Antes del inicio de la viremia, la
tasa de mortalidad fue de 1,55% en los animales vacunados y 2,19% en los animales tratados con PC. Después del
inicio de la viremia se observé un aumento en la tasa de mortalidad en los animales tratados con PC (de 1,55% a
3,02%) mientras que la tasa de mortalidad en los animales vacunados disminuyé ligeramente en comparacion con el
tiempo antes del inicio de la viremia (de 2,19% a 1,98%). Las diferencias en la tasa de mortalidad entre ambos
grupos de tratamiento antes y después del inicio de la viremia no fueron estadisticamente significativas.

Signos clinicos

Antes del inicio de la viremia, solo se detectaron unos pocos signos clinicos en ambos grupos de tratamiento con
incidencias por debajo de 1% para cada uno de los pardmetros analizados. El inicio de la viremia se acompafié con
19



10

15

20

25

30

ES 2434117 T3

una coinfeccion con PRRSV y Mycoplasma hyopneumoniae. Sin embargo, ni el PCV2 ni ningin otro patégeno
coinfeccioso produjo signos clinicos graves. Consecuentemente, la proporcién de animales con sintomas
respiratorios tales como tos y/o disnea fue de solo 3,9% y 0,7% en el grupo tratado con PC y 3,0% y 0,4% en el
grupo vacunado La frecuencia de otros sintomas clinicos fue siempre inferior a 1% y sin diferencias entre los grupos
de tratamiento.

Frecuencia de cerdos retrasados

No se observaron diferencias significativas en la frecuencia de ‘cerdos retrasados’ entre el grupo vacunado vy el
grupo tratado con placebo en ninguno de los respectivos momentos de peso. Después del inicio global de la viremia
por PCV2, la frecuencia de ‘cerdos retrasados’ fue baja, en general, en ambos grupos de tratamiento (3,3-4,7%).

Tabla 1: Comparacion de la frecuencia de ‘cerdos retrasados’ (datos reunidos de los tres grupos de semana)

Antes de la aparicion de viremia Después de la aparicion de
viremia

Semana del 0 7 12 17 22
estudio
CP 11,51% 11,94% 5,68% 4,72% 4,53%
VP 10,84% 10,46% 4,78% 3,36% 3,27%
P 0,6874 0,3728 0,4884 0,1898 0,2259
P: valor de p del ensayo de la t para la comparacién entre grupos: p > 0,05 no significativo

Impacto de la infeccion subclinica sobre el rendimiento del crecimiento

El aumento de peso corporal hasta la semana 17 del estudio fue 2,36 kg mayor y hasta la semana 19 fue 2,39 kg
mayor en el grupo vacunado que en el grupo tratado con PC. Como se muestra en la figura 2, la diferencia en el
peso corporal comenzé a aumentar ligeramente en el momento del inicio de la viremia (semana 12 del estudio). En
la semana 17 del estudio, la diferencia alcanzé 2,36 kg. Debido al mayor aumento de peso, el tiempo medio entre el
destete y el sacrificio fue 1,9 dias més corto para los animales vacunados que para los animales tratados con PC.

Tabla 2: Comparacion del aumento de peso y ADWG (datos colectivos de los cinco grupos semanales)

Semana Grupo tratado Grupo Diferencia Valor de p”
del con PC (LS vacunado (LS (IVP menos
estudio Media) Media) CP)
Aumento 0-7 20,63 kg 20,71 kg 0,08 kg 0,7166 ns
de peso
0-17 76,73 kg 79,09 kg 2,36 kg <0,0001 ***
0-19 86,75 kg 89,14 kg 2,39 kg <0,0001 ***
12-17 29,05 kg 30,73 kg 1,68 kg <0,0001 ***
7-19 66,07 kg 68,38 kg 2,31 kg <0,0001 ***
1) Valor de p del ensayo de la t para la comparacion entre grupos, ns: no significativo; * significativo,
p < 0.05; *** significativo, p < 0,001

Duracién de la viremia en la sangre

Cuando se compar6 la duracion media total y la duracion mediana en los dos grupos de tratamiento, se detecté una
duracion de la viremia significativamente mayor (p = 0,0003) en los animales tratados con PC. El grupo IVP
presentaba una duracion de la viremia media de 5,8 dias, mientras que el grupo PC presentaba una duracién media
de 21,8 dias. Esto corresponde a una duracién de la viremia reducida en un 73% en el grupo IVP.
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Tabla 3: Duracion de la viremia media y mediana

Grupo de Nimero de Media Mediana Valor p
tratamiento Cerdos (dias) (dias)
CP 76 21,8 14,0
Total | IVP 18 5,8 0,0 0’9303
IVP menos CP -16,0 -14,0
P: valor de p del ensayo de la t para la comparacion entre grupos
ns: no significativo, p>0,05; * significativo, p < 0.05

CONCLUSION

El estudio ha sido realizado en una granja que evolucioné de un estado agudo a crénico con una infeccion subclinica
muy poco antes de la realizacion del estudio. La carga virica de los animales de estudio durante el estudio confirmo
esta suposicion. Muy pocos animales de estudio (< 2,19%) tenian una carga virica en el suero por encima del “limite
clinico” de 10° copias genémicas/m.

La vacunacion consiguio reducir de forma importante el porcentaje de animales infectados en el grupo vacunado.
Por lo tanto, la vacunacién permitié la comparacion de los animales no infectados (grupo vacunado) con los
animales infectados subclinicamente (grupo placebo). Los animales vacunados demostraron que tenian un mejor
rendimiento del crecimiento que los animales infectados subclinicamente. En la semana 17 del estudio, la diferencia
alcanz6 2,36 kg. Los animales vacunados presentaban una duracion de la viremia menor en mas de 16 dias en
comparacion con el grupo no vacunado.

Se puede concluir que aunque los animales infectados permanecian aparentemente saludables, la infeccion
subclinica por PCV2 puede tener un impacto negativo importante en el rendimiento del crecimiento.
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<110> BOEHRINGER INGELHEIM VETMEDICA INC.

<120>

<130>

<160> 11

<170>

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

<220>
<223>

<400> 1
ccgccatg

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

<220>
<223>

<400> 2
gaattc

<210> 3

<211> 713
<212> ADN
<213>

<400> 3
cagctatgac
tiggccagat
gaaggaaaaa
aggaaaaatg
ttgttccoee
gaaaggttaa
geitccactge
acccatatgt
gttacttcac
aaaggaatca
gcactgegtt
tacaattcaqg

<210> 4

<211> 713

<212> ADN

<213>

<400> 4

P-01-2179

PatentIn version 3.3

Circovirus Porcino

gtatccaagy
ccteegecge
tggcatcttc
gcatcttcaa
999ad99qggg
gglttgaattc
tgttattcta
aaactactce
acccaaacct
gctttggetg
cgaaaacagt
agaatttaat

Circovirus Porcino

aggcgttace
cgccectgyge
aacacccygcee
caceccgecte
accaacaaaa
tggecctgct
gatgataact
tccegecata
gttcttgact
aggctacaaa
aaatacgacc
cttaaagaco

PREVENCION Y TRATAMIENTO DE PCBVD SUBCLINICA

Esta es una secuencia de Kozak modificada.

Esta es una secuencia de Eco R1 recombinante.

gcagaagaag
tegtecacce
tctecocgeac
tccogecaccet
tctectatace
cceeeatcac
ttgtaacaaa
caatcecccca
ccactattga
cctetagaaa
aggactacaa
ccocecacttaa

22

ACACTCgCCCe
ccgooaccgce
cttcggatat
tcggatatac
ctttgaatac
ccagggtgat
ggccacaygee
acccttctee
ttacttccaa
tgtggaccac
tatccgtgta
accctaaatg

cgcagecate
taccgttgga
actgtggaga
tgtgacgact
tacagaataa
aggygagigd
ctaacctatg
taccactcece
ccaaataaca
gtaggecteg
accatgtatg
aat

60
120
186
240
300
360
420
480
540
600
660

113
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cegecatgac gtatccaagg aggogttace gcagaagaad acaccgcccc
ttggecagat cctoegeoeoge cgecectgge togtecacoce cogocacogo
gaaggaaaaa tggcatctic aacacccgcc tcteooogeac ctteggatat
ctaccacagt cacaacgece tcocctgggegqy tggacatgat gagatttaat
ttgttcoccece gyggaggyggy accsacaaaa tetcotatace ctttgaatac
gaaaggttaa ggttgaattc tggoccctgeot cccccatcac ccagggtgat
getecactge tgttattcta gatgataact thtgtaacaaa ggocacagce
acccatatglt asactactcc tcecgeoeata caatcccceca acccttceotoe
gttacttcac acccaaacct gttcttgact ccactatiga ttacttccaa
aaaggaatca gctttggetg aggctacaaa ccictagaaa tgtggaccac
gecactgegtt cgaaaacagt aaatacgacc aggactacaa Latccgtgta
tacaattcag agaatttaat cttaaagace ccccactiga accctaagaa
<210> 5
<211> 233
<212> PRT
<213> Circovirus Porcino
<400> 5
Met Thr Tyr Pro Arg Arg Arg Tyr Arg Arg Arg Arg His Arg Pro
1 5 10 15
Ser His Leu Gly Gln Ile Leu Arg Arg Arg Pro Trp Leun Val His
20 25 30
Arg His Arg Tyr Arg Trp Arg Arg Lys Asn Gly Ile Phe Asn Thr
35 A0 45
Leu Ser Arg Thr Phe Gly Tyr Thr Val Lys Ala Thr Thr Val Thr
50 55 ]
Pro Ser Trp 2la Val Asp Met Met Arg Phe Asn Ile Asp Asp Phe
65 70 75 80
Pro Pro Gly Gly Gly Thr Asn Lys Ile Ser Ils Pro Phe Glu Tyr
85 S¢ a5
Arg Ile Arg Lys Val Lys Val Glu Phe Trp Pro {ys Ser Pro Ile
10¢ 105 1140
Gln Gly Bsp Arg Gly Val Gly Ser Thr Ala Val Ile Leu Asp Asp
115 120 125
Phe Val Thr Lys Ala Thr Ala Leu Thr.Tyr Asp Pro Tyr Val Asn
130 135 140
Ser Ser Arg His Thr Ile Pro Gin Pro Phe Ser Tyr His Ser Arg
145 150 155 160
Phe Thr Pro Lys Pro Val Leu 2Asp Ser Thr Ile Asp Tvr Phe Gin
165 170 175
Asn Asn Lys Arg Asn Gln Leu Trp Leu Arg Leu Gln Thr Ser Arg
180 185 190
Val Asp His Val Gly Leu Gly Thr Ala Fhe Glu asn Ser Lys Tyr
195 200 205
<210> 6

23

cgcagccatce
taccgttgga
actgtcaagyg
attgacgact
tacagaatea
aggggagtgg
ctaacctaty
taccactcee
ccaaaltaaca
gtaggcetcy
accatgtatg
tte

Pro
Arg
Thr
val
Tyr
Thr
Asn
Tyr
Tyr
Pio

Asn

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

713



<211> 233
<212> PRT
<213> Circovirus Porcino

<400> 6

Met Thr Tyr Pro
1 5
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Arg Arg Arg

10

Ser His Leu Gly Gln Ile Leu

20

25

Arg His Arg Tyr Arg Trp Arg

35

Leu Ser Arg Thr
50 ‘

40

Phe Gly Tyr
55 .

Pro Ser Trp Ala Val Asp'Met

65 7

0

Pro Pro Gly Gly Gly Thr Asn

85

30

Arg Ile Arg Lys Val Lys Val

100

105

Gln Gly Asp Arg Gly val Gly

115

120

Phe Val Thr Lys Ala Thr Ala

130

135

Ser Ser Arxrg His Thr Ile Pro
150°

145

Tvr Arg Arg Arg Arg His
15

Arg Arg Arq'Pro Trp Leu
30

Arg Lys Asn Gly Ile Phs
45 :

Thr Val Lys Ala Thr Thr
60

Met Arg Phe Asn Ile Asp
75 80

Lys Ile Ser Ile Pro Phe
95

Glu Phe Trp Pro Cys Ser
119

Ser Thr Ala Val Ile Leu
125

Leu Thr Tyr Asp Pro Tyr
148

Gln Pro Phe Ser Tyr His
155 160

Phe Thr Pro Lvs Pro Val Leu Rsp Ser Thr Ile Asp Tyr
170 175

165

Asn Asn Lys Arq Asn Gln Leu Trp Leu Arg Leu Gln Thr

180G

185

130

Val Asp His Val Gly Leu Gly Thr Ala Phe Glu Asn Serx

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 Glu Pro

225
<210> 7

230

24

Arg

vVal

Asn

Val

Asp

Gln

Pro

Ser

Phe

Ser

Lys

Arg

Pro

His

Thr

Thr

FPhe

Tyr

fle

Asp

Asn

Arg

Gln

Axg

Tyr

Glu

Pro

Val

Tyr

Thr

Asn

Tyr

Tyr

Pro

Asn

Asp

Phe
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<211> 756
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>

<223> Esta secuencia es del circovirus porcino tipo 2, marco de lectura abierto 2, junto con una porcién del vector

pGEM T-easy.

<400> 7

gcggocgegyg
caccgocece
cgecaccget
ttcggatata
agatttaata
tttgaatact
cagggtgata
gccacagece
cocettetect
tacttccaac
aglbggaccacy
atcegtgtaa
cectaagaat

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

<213> Artificial

<220>

gaattcgatc
geagccatct
accgttggaqg
ctgtcaaggc
ttgacgactt
acagaataag
ggggagtggg
taacctatga
accactcecy
caaataacaa
taggectegy
ccatgtatgt
tctatcacta

cgcecatgacyg
tggecagatc
aaggaaaaat
taccacagtc
tgttccoceyg
aaaggttaag
ctcecactget
cccatatgta
ttacttcaca
aaggaatcag
cactgegtte
acaattcaga
gtgaattcgc

ES 24341

<223> Esta es una secuencia del circovirus porcino de
codificadoras del baculovirus y pGEM T-easy.

<400> 8
aagcetttact
gaaagcacgt
ataaaagatt
gtgactagcg

ggagcaataa,

gegggoctgh
gttcaagaat
ggcegtgeact
cacaccctgg
aaaattgaaa
titaacaaat
tgcttegett
gattaggccyg
ggititceac
cgcacaacac
ccaccacttt
tettttgeat
tgacctgcaa
actctigtit
tgtgcteggt
gtttgatcge
gocattettyg
cggatttagt
cgetgrtaga
tgtctacatg
ceityggecac
cttectecaaa

cgtaaagcga
gtaaaatgtt
ctaatctgat
aagaagatgt
tcgatttaac
tatacaaaaa
ttattgacac
gcacacacgyg
gtattgcgee
gacaaaatta
actttatect
getecegitta
gatattctcc
gracgtetit
cggatgtttyg
ggcaactaaa
ggtttectgyg
atctttggce
tttaacaagt
gaatgtcgca
gggatcegtac
taatbctatg
aatgagcact
ggtagggece
aacacgtata
gaaccggacc
tttaaattct

gtitgaaggat
tceocegegegt
atgttttaaa
gtggaccgca
caacacgtct
aattcaagta
ggtasaagaa
tattaatecgce
gcaggaagcc
cgttcaagat
attttcaaat
gettgtagece
accacaatgt
tggeeggtaa
cgettgtcey
teggtgacck
aagceggtat
tegatctget
tceteggttt
atcagcttag
ttgecggtge
gcegtaaggca
gtatgcgget
ccattttgga
gctttatcac
tgttggtege
ccaattttaa

catatttagt
tggcacaact
acacctttgc
gaacagataqg
aaatattatg
cctggccaga
tttacagaaa
accggttaca
atagatagat
ttattaatct
tgttgegett
gatcagtgge
tggcaacgtt
tagccgtaaa
cggggtatig
gocgegtettt
acatgegqytt
tgtccttgat
tttgecgeocac
tcaccaactg
agagcactig
atbtggactt
gceaaatacag
tggtctgete
aaactgtata
gctetageac
cgogageceat

25

tatccaagga
ctocecgecgeco
ggcatcttea
acaacgccct
ggagggdyga
gttgaattct
gttatictag
aactactect
cccaaaccetyg
ctttggetyga
gaadacagta
gaatttaatc
ggecge

17 T3

tipo 2,

tycgtttatyg
atttacaatg
ggceccgagtt
taaaacaaaa
atggtgtgca
ctttgecgec
agtgtccogyg
tggtgtgcag
tcgaaaaage
aattaatatt
cttccagega
gttgttecaa
gatgttacgt
cgtagtgcey
aaccgegega
tttctgeatt
tagatcagtc
ggcaacgatg
caccgctigo
tttgckctce
aggaattact
cataatcage
cgggticgece
aaataacgat
ttttaaactg
gtaccgcagy
tttgatacac

ggcgttaccg
gcecchgget
acaccegect
cctgggoggt
ccaacaaaat
ggcectgete
atgataactt
cccgecatac
ttcthgacte
ggctacaaac
aatacgacca
ttaaagacce

agataagatt
cggccaagtt
gtitgegtac
ccctagtatt
cttttitgegg
tgaaagcata
catgttggtyg
atatttaatg
cagaggtcac
atttgecattc
accaaaacta
tcgacggtagy
ttatgetttt
tegegegtea
tcegacaaat
atttcgtclkt
atgacgecgey
cgttcaataa
agcgecgtttg
tcctecegtt
tcttcetaaaa
tgaatcacge
ctiticacga
ttgtatttat
ttagcgacgt
ttgaacgtat
gtgtgtcgat

cagaagaadga
cgtecaccoc
cteeegeace
ggacatgaty
ctcteataccc
cecceecateacce
tgtaacaaag
aatcccccaa
cactattgat
ctetagaaat
ggactacaat
ccecacttgaa

756

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
120
780
840
200
960

1020

11080

1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620

60
120
180
249
300
360
420
480
540
600
660
720

constructo ORF-2, que incluye las secuencias



tttgcaacaa
tatgggggaa
ggcgcaagceyg
tacagttttyg
abgacgecta
cttecteecat
cgacgcacaa
ggcaatattyg
cgttgggeat
tagtgcgatt
atcgagtcaa
gegegtattt
aataatatat
acgactatga
atetgtgeac
tgacccecgt
atgtcggtga
tggtgcgaga
agagcgtcat
aaatigaccc
ggactgegat
aattttaaaa
aatgtcgtcy
aacgatttga
aactgttaca
gctctgacge
atcaaatece
ctetgteegt
aaacaattat
catttgtagt
aatcattitc
tagacgectt
aattaacata
tgtcataaat
tgtaatttac
aatttatata
acgcagcttc
ccaaaatgtt
ctgecgagecag
atcacaaact
gataaccatc
aaacctataa
cagcggecgce
gacaccgeee
ceocgecacey
cottcggata
tgagatttaa
cctitgaata
cocagggtya
aggccacagce
aacccttete
attacttcca
atgtggacca
atatcegtgt
aaccctaaga
ggtacceggg
atccgtaatg
tacagggaaa
gtgatggatg
tteectggcceo
atcgtegage

ctattgtttt
caktgcgcege
gctaaaacgt
atbtgecatat
caacteceey
gtggccgaac
gtatctgtac
gecaaattcga
gtacgtccga
aaaacgtitgt
gtgatcaaag
taacaaacta
tatgtatcege
tagagatcaa
gegtteecgge
agtgacaacg
cgttaaaact
agccgegaag
gtttagacaa
taactccata
tgtacatget
aacgcagcaa
acatgctgaa
aagaaaacaa
ttgcaaacgt
atttctacaa
aagatgtgta
ttgctggecaa
aaatgctaaa
attatctata
aaatgattca
gtcgtetict
gttattateg
atatatgtct
aacagbtgcta
atcaatgaatl
ttctagttca
gtacgaaccyg
ttgtttgttg
ggaaatgtet
tegeaaataa
atattccgga
gggaattcga
cogeagecat
ctaccgttgg
tactgtcaag
tattgacgac
ctacagaata
taggggagig
cctaacctat
ctaccactec
accaaataac
cgbtaggccte
aaccatgtat
attctatcac
atcctticet
ttaaacccga
cttggacceg
ttttecttgt
aacacgctct
cttcatgggt

ttaacgcaaa
tacaacactc
gttgegegtt
taacggegat
ccegegltga
acgtegageg
accgaatgat
aaatatatac
acgttgattt
acatcctcge
tgtggaataa
gecatettgt
acgtcaagaa
ataaagegcey
acgagettig
atcacgccca
attaageceat
tatggcgaat
gaaagctaca
cacggtatic
gttaacgget
gagaaacatt
caacaagatt
tgtaccgoge
ggtttegtgt
ccacgactce
taaaccacca
ctgcaagggt
tttgtitttt
attgaaaacy
cagttaattt
tcttegtatt
tatccatata
ttkEttaatgg
tEttctggta
ttgggategt
attacaccat
ttaaacaaaa
ttaaaaataa
atcaatatat
ataagtatthb
ttattcatac
tecgecatga
cttggccaga
agaaggaaaa
gctaccacag
tttgttcece
agaaaggtka
ggctccactyg
gaccecatakg
cgttacttca
aaaaggaatc
ggcactgegt
gtacaattca
tagtgaattc
gggaccoggc
cacgatgaay
cttcatggaa
tgtcaacaty
gogttgogac
gggcagcaac
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ctaaacttat
gtecgttatga
caacgeggoa
tbtttaaatt
ckegetgcac
ggtggtegat
cgtogggcga
agtigggttyg
gcatgcaagce
ttttaatcat
Egttttettt
aagttagtet
ttaacaatgc
aattaaataqg
attgtaataa
aaagaactgc
ccaatcgacce
gcategtata
tatttaatty
Lacaatggeg
ccgeccacta
tgtatgaaayg
aatatgccte
ggcggtatgt
gccaagtgty
aagtgtgtgg
aactgccaaa
ctecaatccta
attaacgata
cgtagttata
gcgacaatat
ccttetettt
tgtatctate
gatgtatagt
gttcttegga
cggtittgta
tttttagcay
acagttcacc
cagcecattgt
agttgctgat
tactgtttic
cgtoccaccea
cgtatccaag
ccctecgeoy
abggeatett
tcacaacygoc
cgggaggdad
aggttgaatt
ctgttattct
taaactactc
cacccaaace
agctttgget
tcgaaaacag
gagaatttaa
Joggocygecy
aagaaccaaa
ctitgtegtty
gacagetice
cgtoccacta
cocegactatyg
aacgagtacc

tgtggtaage
acgcagacgg
aacatcgeaa
atcttattta
ctegageage
gaccagegge
aggcacgteg
tttgecgeata
cgaaattaaa
gccgtegatt
gtattcecega
catttaatygce
gecegttgte
ctigcgacyc
gtttttacga
cgactacaaa
gttagtcgaa
acgltgtggag
akcccgatga
yggttttggl
ttaatgaaat
aatgcgtaga
cgtgtataaa
acaggaagag
aaaaccgatg
gtgaagtecat
aaatgaaaac
tttgtaatta
caaaccaaac
atcgotgagyg
aattttattt
ttcattttte
gtatagagta
accgctgege
gtgtgtiget
caatatgttg
caccggatta
tccettttet
aatgagacgc
atcatggaga
gtaacagttt
tegggegegy
gaggcgttac
cecgeccctygg
caacaccege
ctecetgggey
gaccaacaaa
ctggecectge
agatgataac
cltececgecat
tgttettgac
gaggctacaa
taaatacgac
tcttaaagac
goecgcetecag
aactcactct
gatggaaagy
ccattgttaa
gacceaaceg
tacctcatga
gcatcagcct
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aataattaaa
cgoeggtete
aagccaatag
ataaatagtt
tegttgacgc
gtgcegeacy
gectecaagt
tctategtag
tcattgegat
aaatcgegea
gtcaagcgca
aactttatcc
gcatctcaac
aacgtgcacy
agcgatgaca
attaccgagt
tcaggaccyc
tecegeteatt
ttttattgat
caaaatttce
taaaaattcc
aggaaagaaa
aaaaatattg
gtttatacta
tttaatcaag
gocatctttta
tgtcgacaag
ttgaataata
gcaacaagaa
taatatttaa
tcacataaac
tecteataaa
aattttttgt
atagittttc
ttaattatta
cegycatagt
acataacttt
atactattgt
acaaactaat
taattaaaat
tgtaataaaa
atcagatctyg
cgcagaagaa
ctcgteccace
ctcteococgea
gtggacatga
atctctatac
tecceccatcea
tttgtaacaa
acaatccoce
teccactattg
acctctagaa
caggactaca
ccceccactig
aattctagaa
cticaaggaa
aaaagagttc
cgaccaagaa
tigttacaaa
cgtgattagy
ggctaagaad

1680
1740
1800
1860
1920
1280
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2340
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3380
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3360
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4B0G
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280



ggcggegget
atcgategtg
gctgaagagyg
ccagacgcac
atttattaag
aataattecat
teagegtett
cgattagtit
tegetcaacy
gttigtgttt
ttictttecat
tggacatatt
cecotegtcogt
attgtgtegy
gattgcgyge
acgttagaaa
ggcggtggtyg
ggaggcggag
ttaggcaaca
accygtctga
tcgtetaaag
gacatcgatyg
ggeggeggtyg
accggcegeadg
ggtggtggca
gtaatttege
ttgtaaagag
cagcatigta
aaacgtegtt
tgtcgtaaat
gatgcegcate
tacgattegt
actgcaaaaa
ttttatcgea
ttaacgctga
tctattttaa
ccgatttatt
ttattagaca
acataaaact
acqggattgtg
gtocoggaaaa
aacatacaag
gctcacaatt
atgagtgagce
cctgtegtge
tgggegetcet
agcggtatca
aggaaagaac
gctggegttt
tcagaggtyg
cctegtgege
ttegggaage
cgttegectec
atccggtaac
agecactggt
gtggtggect
gcecagttace
tagcggtggt
agatcctttg
gattttggte
aagttttaaa

gcccaataat
tcatctggga
aggaaattct
ctctgttcac
cgctagatic
taaatttata
tatatctgaa
caaacaaggg
ccacaaaact
tgttttgtaa
cactgtegtt
taacatcggg
tagaagttgce
ctaacacgtc
gttittggge
gegatggtge
gagctgatga
gcggagglgg
cagtcggeac
gacgagtgocy
gtgcagoggy
gtggtggtgy
cegeeggtat
degeegetgg
attcaatatt
tatcgktttac
attgtctecaa
gtggcgagac
ggcaageitt
gtigitittg
aattttgttg
catggceacce
cgtcaaaact
caageccact
cgaaataaaa
tcacggttcc
tgaaacacta
gctgtgtgaa
cgaaaatgtc
caaacacgaa
aattcgacac
ttgctaacgt
ccacacaaca
taactcacat
cagctgecatt
tcegetteet
gctcactcaa
atgtgagcaa
ttcecatagge
cgaaacccga
tcteckygtte
gtggegettt
aagctggget
tatcgtcttyg
aacaggatta
aactacggct
ttcggaaaaa
ttttttgtit
atctttteta
atgagattat
tcaatctaaa

gaaccttcac
gaacttectac
ccttgaagit
tggtecggeyg
tgtgegtigt
atctttagyy
tttaaatatt
ttgtttttce
tgccaaatct
taaaggtteyg
agtgtacaat
cgtgttaget
ttccgaagac
cgcgatcaaa
gggtttcaat
aggeggiggt
taaatctacc
tggcggtgat
ctcaactatt
attttttteg
ttgagyttco
tggiggagge
aatttgttct
ctgcacaacy
ataattggaa
cgtgccgata
gectcgoogea
acttcgctgt
aaaatattta
ataatttgcg
ttcctattat
acaaatgcta
cggtataaaa
agcaaattgt
gttcaccagt
atcaacaacc
caaattaaag
gegetcaacy
ttatatttcg
aactcactta
acaactatgc
aatcatggtc
tacgagccgg
taattgegtt
aatgaatcgg
cgctcactga
aggcggtaat
agggoecagea
teceqgececeece
caggactata
cgacccechgeo
ctcatagctc
gtgtgcacyga
agtccaacco
gcagagcegag
acactagaag
gagttggtag
geaageagea
cggggtectga
caaaaaggat
gtatatatga
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tctgagtaca
aageccateg
tceetggtgt
tattaaaaca
tgatttacag
tggtatgtta
aaatcctcaa
gaaccgatqgg
tgtagcagcea
acgtogttea
tgactecgacg
ttattaggecc
gattttgccea
fttgtagtty
ctaacigige
aacatttcag
atcggtggag
gcagacggcog
gtactggttt
tttctaatag
gtcggeattyg
getggaatgt
ggtttagttt
gaaggtcgte
tacaaatcgt
tttaacaacc
cgccgataac
cgtegacygta
aaagaacatc
cttecegeagt

tgaataaata

cgctgcaaac
taatcaacygg
atttgcagaa
taatgagcga
aagtuatecygt
gegagetite
atttgecacaa
aagcactiga
gcgigecacga
acgtttegtt
atagctgttit
aagcataaag
gegetcacty
ceaacgcgoeyg
ctegetgege
acggttatce
aaaggccagqg
tgacgageat
aagataccag
gcttacegga
acgctgtagg
accoccocegtt
ggtaagacac
gtatgiaggc
gacagtattt
ctettgatce
gattacgcege
cgectecagtyg
ciktcacctag
dtaaacttgg

ccaactcgtt
tttacatcqgg
tcaaagtaaa
cgatacattg
acaattgttg
gagcgaaaal
tagatttgta
ctggactatc
atctagcttt
aaatattatyg
taaacacgtt
gattatecgte
tagccacacg
agctttitgg
ccgattitaa
acggcaaakc
gegeaggegyg
gtttaggcte
cgggegeogt
cttcceacaa
gtggagcggy
taggcacggg
gttcgegeac
tgcttegagg
aaaaatckgc
getcaatgta
aagccttttc
catgtatgcet
tetgttcage
atcgacacgt
agattgtaca
gctggtacaa
gegebttgge
aacaattteg
ccacccaaak
gatggactac
gtaccaactt
gcacaatttc
tegegtgtat
cggcacgttyg
tgactggtac
cctgtgtgaa
tgtaaagect
ccegetttee
gggagagycy
teggtegtte
acagaatcag
aaccgtamaa
cacaaaaalc
gegtbteoco
tacctgtcecg
tatcteagtt
cagccegace
gacttatcgce
ggtgctacag
ggtatctgeg
ggcaaacaaa
agaaaaaaaqg
aacgaaaact
atccttttaa
tetgacagtt

27

cgaacagttc
taccgactct

ggagittgea.

ttattagtac
tacgtatttt
caaatgattt
aaataggttt
taatggattt
gtegatattc
cgettiigta
aaataaagct
gtcegteccaa
acgcctatta
aattatttet
ttcagacaac
tactaatgge
ggctggcgge
aaatgtctct
ttttggttty
ttgttgtetg
cgycaattca
agaaggtggt
gattgtggge
cagcgettgg
tataagcatt
agcaattgta
atttttacta
ttgttgtcaa
accactgtgt
tcaaazaatt
gattcatatce
ttttacgaaa
aaaatatcta
gegeacaatt
tttataaaaa
attgactgtce
gttagcaata
atacacaacyg
gtttgcgatt
gagtatttta
geggogtgtt
attgttatcec
ggggtgecta
agtcgggaaa
gtttgcgtat
ggctgeggeyg
gggataacgc
aggccgegtt
gacgctcaag
ctyggaagctc
cectttcteco
cggtgtaggt
gctgegectt
cactggcagc
agttcttgaa
ctetgctgaa
ccacegetgg
gatctcaaga
cacgttaagg
attaaaaatg
accaatgett

5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
61840
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6180
€840
6300
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
1560
7620
7680
7740
1800
7860
7620
7980
8040
8100
8160
B220
8280
834¢
8400
B460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940



10

15

20

25

aatcagtgag
cceegtogiyg
gataccygcga
aaggygccgag
ttycegggaa
tgetacagge
ccaacgatca
cggtectcey
agcactgeat
gtactcaacc
gtcaatacgg
acgttcttog
acccactegt
agcaaaaaca
aatactcata
gagcggatac
tcecegaaaa
aaatagacgt
ctgacacatg
acaageeegl
gycatcagay
cgtaaggaga
agggcgateg
aaggcgatta
cagtgec

<210> 9
<211> 20
<212> PRT
<213>

<400> 9

Ser
1

Tyr

His Leu

20

10
19
PRT

<210>
<211>
<212>
<213>

<400> 10

Pro Arg His His Tyr Arqg Pro Arg Arg Lys Asnh G

1

gcacctatct
tagataacta
gacccacgct
cgcagaagtq
gclagagtaa
atcgtggtgt
aggcgagtta
atcgtigtca
aattctctta
aagtcattcet
gataataccyg
ggygcgaaaac
gcacccaact
ggaaggcaaa
ctcttecttt
atatttgaat
gtgccacctg
atcacgaggce
cagcteecegg
cagggegegt
cagattgtac
aaataccgca
gtycgggoot
agttgggtaa

Circovirus porcino

5

Gly Gln

Circovirus porcino

5

Thr Leu Ser

<210> 11
<211> 233
<212> PRT
<213> Artificial
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cagcgatetg
cgatacggga
caceggctcec
gtectgeaac
gLtagttcgcee
cacgctegte
catgatccee
gaagtaagtt
ctgtecatgee
gagaatagtg
cgeccacatag
tctecaaggat
gatclitcage
atgccgcaaa
ttcaatatta
gtatttagaa
acgtctaaga
cctttegtot
agacgglcac
cageggytgt
tgagagtgcea
tcaggcgeea
cttegotatt
cgccagggtt

i¢

16

tetatttegt
gggottacca
agatttatcea
tttatcegee
agttaatagt
gtttggtatg
catgttgtyge
ggccgcagtg
atceogtaage
tatgoggoga
cagaacttta
cttacegetrg
atcttttact
aaagggaata
ttgaagcatt
aaataaacaa
aaccattatt
cgeygegttte
agettgtetg
tggcgggtgt
ccatatygcgy
ttcgecattce
acgecagetg
ttececagica

i5

15

28

tcateccatag
tctggeccea
geaataaace
tcecatccagt
LLycgcaacg
gcttecattca
aaaaaagcgg
ttatcactca
tgcttticty
cegagbiget
aaagtgctca
ttgagatcca
ttecaccagey
agggcgacac
tatcagggtt
ataggggttc
atcatgacat
ggtgatgacyg
taagcgygatg
cggggctygge
tgtgaaatac
aggctgegea
gcgaaagggyg
cgacgttgta
16387

ttgcectgact
gtgctgcaat
agccagecyyg
ctattaattyg
tigttgeeat
gectoceggttc
ttagectectt
tggttatgge
tgactggtga
cttgccegyce
tcattggaaa
gttcgatgta
tttctgggtyg
ggaaatgtty
attgtctcat
cgcgcacatt
taacctataa
gtgaaaacct
cecgggageay
ttaactatgc
cgcacagaty
actgttggga
gatgtgetgo
aaacgacggeg

Pro Azg Arg Arg Tyr Arg Arg Arg Arg His His Pro Pro Ser

ly Ile Phe asn Thr

2000
9060
9120
2180
9240
8300
9360
94240
9480
9540
3600
9660
27290
9780
9840
2300
9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380



<220>
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<223> Este es una secuencia de aminoacidos del circovirus porcino tipo 2, marco de lectura abierto 2.

<400> 11

Met Thr Tyr Pro Axg
1 5

Ser His Leu Gly Gln
290

Arg His Arg Tyr Arg
35

Leu Ser Arg Thr Phe
50 55

Pro Ser Trp Ala Val
65 70

Pro Pro Gly Gly Gly
85

Arg Ile Lys Lys Val
100

Gln Gly Asp Arg Gly
115

Phe Val Thr Lys Aala
139

Ser Ser Arg His Thr
145 150

Phe Thr Pro Lys Pro Val Leu Asp Ser Thr
170

165

Asn Asn Lys
180

Val Asp His
195

Gln Asp Tyvr
210

Asn Leu Lys

225

230

Arg Arg
10

Tle Leu
25

Trp Arg
40

Gly Tyr
Asp Met
Thr Asn

90

Lys Val
1035

Val Gly
120

Thr Ala

135

Ile Pro

185

200

Tyxr Arg Arg Arg Arg
15

Arg Arg Arg Pro Trp
30

Arg Lys Asn Gly Ile
45

Thr Val Lys Ala Thr
60

Met Arg Phe Asn Ile
75 80

Lys Ile Ser Ile Pro
95

Glu Phe Trp Pro Cys
110

Ser Thr Ala
125

Val Ile

Lea Thr Tyr
140

Asp Pro

Gln Pro Phe
155

Ser Tyr

Ile Asp
175

190

205

220

Asp Pro Pro Leu Lys Pro

29

160

His
Leu
Phe

Thr

Ser
Leu
Tyr
His

Tyr

Arg Asn Gln Leu Trp Leu Arg Leu Gln Thr

Val Gly Leu Gly Thr Ala Phe Glu Asn Ser

Asn Ile Arg Val Thr Mot Tyr Val Gln Phe
215

Avg

val

Asn

Val

Asp

Glu

Pro

Asp

Val

Ser

Phe

Ser

Ile

Arg

Pro

His

Thr

Arg

Phe

Tyr

ile

Asp

Asn

Arg

Gin

Arg

Tyr

Glu

Arg

Pro

Val

Tyr

Thr

Tyr

Tyr

Pro
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REIVINDICACIONES

1. Uso de una proteina ORF2 del circovirus porcino de tipo 2 (PCV2) o una composicién inmunogénica que
comprende una proteina ORF2 del PCV2 para la preparacién de un medicamento para el tratamiento de una
infeccion subclinica por PCV2 en un cerdo, en donde una cantidad terapéuticamente eficaz de dicho medicamento
administrada a dicho cerdo reduce la deficiencia en el desarrollo o reduce la excecion nasal del virus y/o la duracion
de la viremia, y en donde dicha infeccion subclinica por PCV2 se caracteriza porque la carga virica en un cerdo
subclinicamente infectado es inferior a 10° copias genémicas de PCV2 por ml de suero y porque una muestra de 1
ml de suero o 1 mg de tejido de dicho cerdo comprende una cantidad detectable de equivalentes del genoma de
PCV2.

2. El uso segun la reivindicacion 1, en donde se reduce la deficiencia en el desarrollo debida a la infeccién
subclinica por PCV2.

3. El uso segln la reivindicacién 1 6 2, en donde se reduce la excecion nasal del virus y/o la duracion de la
viremia en un cerdo subclinicamente infectado con PCV2.

4. El uso segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde dicha proteina ORF2 del PCV2 es una
proteina ORF-2 de PCV2 expresada en baculovirus recombinante.

5. Proteina ORF2 del circovirus porcino de tipo 2 (PCV2) o0 una composicién inmunogénica que comprende una
proteina ORF2 del PCV2 para uso en un método para el tratamiento de una infeccion subclinica por PCV2, en donde
dicha infeccién subclinica por PCV2 se caracteriza porque la carga virica en un cerdo subclinicamente infectado es
inferior a 10° copias genémicas de PCV2 por ml de suero y porque una muestra de 1 ml de suero o 1 mg de tejido de
dicho cerdo comprende una cantidad detectable de equivalentes del genoma de PCV2, y en donde en dicho uso una
cantidad terapéuticamente eficaz de dicha proteina ORF2 de PCV2 o dicha composicién inmunogénica que
comprende proteina ORF2 de PCV2 administrada a dicho cerdo reduce la deficiencia en el desarrollo o reduce la
excecion nasal del virus y/o la duracién de la viremia

6. La proteina ORF2 del circovirus porcino de tipo 2 (PCV2) o composicién inmunogénica que comprende
proteina ORF2 del PCV2 para uso en un método segun la reivindicacion 5, en donde se reduce la deficiencia en el
desarrollo debida a infeccion subclinica por PCV2.

7. La proteina ORF2 del circovirus porcino de tipo 2 (PCV2) o composicién inmunogénica que comprende
proteina ORF2 del PCV2 para uso en un método segun la reivindicacién 5 6 6, en donde se reduce la excecién nasal
del virus y/o la duracién de la viremia en un cerdo subclinicamente infectado con PCV2.

8. La proteina ORF2 del circovirus porcino de tipo 2 (PCV2) o composicién inmunogénica que comprende

proteina ORF2 del PCV2 para uso en un método segun una cualquiera de las reivindicacion 5 a 7, en donde dicha
proteina ORF2 de PCV-2 es una proteina ORF-2 de PCV2 expresada en un baculovirus recombinante.
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Figura 1:
Infection subclinica
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Figura 3:
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Figura 5:

% de animales con carga virica entre 10E4
y 10E6 equivalentes genémicos/ml
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