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DESCRIPCIÓN 

Composición inmunogénica de PCV2 para reducir los síntomas clínicos en cerdos 

Listado de secuencias 

Esta solicitud contiene un listado de secuencias en formato papel y en formato legible por ordenador. 

Antecedentes de la invención 5 

Campo de la Invención 

La presente descripción se refiere al uso de una composición inmunogénica que comprende un antígeno de 
circovirus porcino tipo 2 (PCV2) para el tratamiento de varias manifestaciones clínicas (enfermedades). 
Preferiblemente, estas manifestaciones clínicas están asociadas con una infección por PCV2. Más particularmente, 
la presente descripción concierne a una composición inmunológica eficaz para proporcionar una respuesta inmune 10 
que reduce o disminuye la gravedad de los síntomas clínicos asociados con una infección por PCV2. 
Preferiblemente, la composición inmunológica comprende un antígeno de PCV2 producido por métodos 
recombinantes. Más preferiblemente, el antígeno de PCV2 es una proteína producida por métodos recombinantes 
codificada por uno de los marcos de lectura abiertos (ORF) en el genoma de PCV2.  Todavía más preferiblemente, 
el antígeno es una proteína ORF2 de PCV2. Lo más particularmente, la presente descripción concierne a una 15 
composición inmunológica, eficaz para el tratamiento de síntomas clínicos asociados con infecciones por PCV2 en 
cerdos que reciben la composición inmunológica, y en donde la composición comprende la proteína expresada por 
ORF2 de PCV2. Otro aspecto de la presente descripción es el uso de cualquiera de las composiciones 
proporcionadas con la presente como un medicamento, preferiblemente como un medicamento veterinario, incluso 
más preferiblemente como una vacuna. Además de ello, la presente descripción también se refiere al uso de 20 
cualquiera de las composiciones descritas en esta memoria, para la preparación de un medicamento para reducir o 
disminuir la gravedad de síntomas clínicos asociados con una infección por PCV2. Preferiblemente, el medicamento 
es para la prevención de una infección por PCV2, incluso más preferiblemente en cerdos. Un aspecto adicional de 
la presente descripción se refiere a un procedimiento para la producción de un medicamento, que comprende una 
composición inmunogénica de PCV2 para el tratamiento de varias manifestaciones clínicas.   25 

Descripción de la Técnica Anterior 

El circovirus porcino tipo 2 (PCV2) es un virus de ADN pequeño (17 - 22 nm de diámetro), icosaédrico, sin cubierta, 
que contiene un genoma circular de cadena sencilla. PCV2 comparte una identidad de la secuencia de 
aproximadamente el 80% con el circovirus porcino tipo 1 (PCV1). Sin embargo, en contraposición con PCV1, que 
generalmente no es virulento, cerdos infestados con PCV2 exhiben un síndrome al que habitualmente se alude 30 
como síndrome de adelgazamiento miultisistémico post-destete (PMWS - siglas en inglés). Clínicamente, el PMWS 
se caracteriza por un adelgazamiento, palidez de la piel, un desarrollo poco vigoroso, dificultad respiratoria, diarrea, 
íctero e ictericia. En algunos cerdos afectados, resultará evidente una combinación de todos los síntomas, mientras 
que otros cerdos afectados solamente tendrán uno o dos de estos síntomas. Durante la necropsia, también 
aparecen lesiones microscópicas y macroscópicas en múltiples tejidos y órganos, siendo los órganos linfoides el 35 
sitio más común para las lesiones. Se ha observado una correlación fuerte entre la cantidad de ácidos nucleicos o 
antígenos de PCV2 y la gravedad de lesiones linfoides microscópicas. Las tasas de mortalidad para cerdos 
infestados con PCV2 pueden aproximarse al 80%. Además del PMWS, PCV2 ha sido asociado con otras varias 
infecciones, incluida pseudorrabia, síndrome reproductor y respiratorio porcino (PRRS - siglas en inglés), 
enfermedad de Glasser, meningitis estreptocócica, salmonelosis, colibacilosis post-adelgazamiento, hepatosis 40 
dietética y bronconeumonía supurativa. Sin embargo, la investigación llevada a cabo hasta ahora no ha confirmado 
si alguno de estos síntomas es, de hecho, el resultado directo de una infección por PCV2. Además, aún no se 
conoce si alguno de estos síntomas clínicos puede ser reducido o curado de manera eficaz por un agente activo 
dirigido contra PCV2.  

Los actuales enfoques para tratar infecciones por PCV2 incluyen vacunas basadas en ADN, tales como las 45 
descritas en la patente de EE.UU. nº 6.703.023. Sin embargo, este tipo de vacunas ha sido ineficaz para conferir 
inmunidad protectora contra una infección por PCV2 o para reducir, disminuir la gravedad o curar cualesquiera 
síntomas clínicos asociados con la misma. Además, vacunas descritas en la técnica anterior estaban dirigidas 
solamente a la prevención de infecciones por PCV2 en cerdos, pero no consideraban ningún uso médico adicional.  

Blanchard et al (Vaccine 21, 2003, 4565-4575) informan sobre dos ensayos de sensibilización y refuerzo 50 
relacionados con una vacuna PCV2. El primer ensayo emplea tres inyecciones: dos inyecciones separadas de ADN 
que codifican la proteína ORF2 y/u ORF1 y GM-CSF, seguidas por una inyección de ORF2/ORF1 recombinante de 
PCV2. En el segundo ensayo, los lechones recibieron o bien dos inyecciones con ADN (primer grupo) o dos 
inyecciones con las subunidades proteicas (segundo grupo), en el que la vacuna de subunidades contenía tanto las 
proteínas ORF1 como las proteínas ORF2 recombinantes de PCV2. Se informa que ambos protocolos de múltiples 55 
inyecciones conducen a efectos protectores contra una provocación con  PCV2. 

Por consiguiente, lo que se necesita en la técnica es una composición inmunogénica para el tratamiento de varias 

E06850366
24-05-2017ES 2 625 903 T3

 



3 

manifestaciones clínicas. Además, lo que se necesita en la técnica es una composición inmunológica que confiera 
inmunidad protectora contra una infección por PCV2, pero que también se pueda usar para tratar síntomas clínicos 
existentes, asociados con una infección por PCV2.    

Descripción de la invención 

La presente invención supera los problemas inherentes en la técnica anterior y proporciona un avance preciso en el 5 
estado de la técnica. La presente descripción proporciona uno o más usos medicinales de una o más 
composiciones inmunogénicas que comprenden antígeno de PCV2.  

La invención es como se expone en las reivindicaciones. 

En general, no se observaron sucesos adversos ni reacciones en el sitio de inyección para ninguna de las 
composiciones inmunogénicas de antígeno de PCV2 tal como se utilizan en esta memoria. Así, las composiciones 10 
inmunogénicas utilizadas en esta memoria parecen ser seguras cuando se administran a cerdos jóvenes, 
preferiblemente a cerdos no mayores de 15 semanas de edad, más preferiblemente no mayores de 6 semanas de 
edad, incluso más preferiblemente no mayores de 3 semanas, lo más preferiblemente no mayores de 2 semanas. 
De acuerdo con una realización adicional, las composiciones inmunogénicas utilizadas en esta memoria para 
cualquier uso medicinal descrito en esta memoria se administran a cerdos de 3 semanas de edad o mayores, 15 
preferiblemente de 2 semanas de edad o mayores, pero lo más preferiblemente no mayores de 15 semanas de 
edad.  

Inesperadamente, se encontró que el uso terapéutico de las composiciones inmunogénicas descritas a 
continuación es eficaz para disminuir la gravedad de diversos síntomas clínicos en cerdos. En particular, se 
descubrió que el uso terapéutico de las composiciones inmunogénicas de la presente invención, y específicamente 20 
composiciones que comprenden antígeno de ORF2 de PCV2, es eficaz para reducir o disminuir la linfoadenopatía, 
en cerdos infestados con PCV2. Además, el uso terapéutico de una composición antigénica, según se proporciona 
con la presente, y que comprende antígeno de PCV2, preferiblemente antígeno de ORF2, reduce la carga global de 
circovirus y su impacto inmunosupresor, dando con ello como resultado un nivel más elevado de resistencia general 
a la enfermedad y una incidencia reducida de enfermedades y síntomas asociados a PCV-2.  25 

Así, un aspecto de la presente descripción se refiere al uso de una composición inmunogénica que comprende 
antígeno de PCV2, preferiblemente antígeno de PCV2 recombinante y, más preferiblemente, proteína ORF2 de 
PCV2 según se proporciona con la presente, para la preparación de un medicamento para la prevención de 
linfoadenopatía en cerdos. Preferiblemente, dicho medicamento es eficaz para la prevención de linfoadenopatía 
asociada con infecciones por PCV2 en cerdos. Todavía más preferiblemente, dicho medicamento es eficaz para la 30 
prevención de linfoadenopatía asociads con infecciones por PCV2 en cerdos, cuando se administra a cerdos no 
mayores de 15 semanas de edad, más preferiblemente no mayores de 6 semanas de edad, incluso más 
preferiblemente no mayores de 3 semanas y, lo más preferiblemente no mayores de 2 semanas.  

Se descibe además un método para el tratamiento de linfoadenopatía, agotamiento linfoide y/o histiocitos 
multinucleados/gigantes en cerdos, que comprende la administración de una composición inmunogénica, según se 35 
proporciona con la presente, a un cerdo, comprendiendo dicha composición inmunogénica un antígeno de PCV2, 
preferiblemente un antígeno de PCV2 recombinante y, más preferiblemente, proteína ORF2 de PCV2. Todavía en 
otro aspecto, la presente descripción proporciona un método para el tratamiento de linfoadenopatía, agotamiento 
linfoide y/o histiocitos multinucleados/gigantes asociados con una infección por PCV2 en cerdos, que comprende la 
administración de una composición inmunogénica, según se proporciona con la presente, a un cerdo, 40 
comprendiendo dicha composición inmunogénica un antígeno de PCV2, preferiblemente un antígeno de PCV2 
recombinante y, más preferiblemente, proteína ORF2 de PCV2.  Preferiblemente, dicho tratamiento da como 
resultado la disminución, reducción, prevención y/o curado de la linfoadenopatía, agotamiento linfoide y/o histiocitos 
multinucleados/gigantes en cerdos que reciben dicha composición inmunogénica. Dichos métodos de tratamiento 
comprenden, además, la administración de dicha composición inmunogénica a cerdos no mayores de 15 semanas 45 
de edad, más preferiblemente no mayores de 6 semanas de edad, incluso más preferiblemente no mayores de 3 
semanas, y lo más preferiblemente no mayores de 2 semanas.  

Además, se descubrió que el uso terapéutico de una composición inmunogénica que comprende antígeno de 
PCV2, preferiblemente un antígeno de PCV2 recombinante, y lo más preferiblemente proteína ORF2 de PCV2, 
según se proporciona con la presente, puede reducir o disminuir la linfoadenopatía en combinación con uno o una 50 
multiplicidad de los siguientes síntomas en cerdos afectados: (1) neumonía intersticial con edema interlobular, (2) 
palidez cutánea o íctero, (3) hígados atróficos moteados, (4) úlceras gástricas, (5) nefritis y (6) trastornos de la 
repoducción, p. ej.  aborto, mortalidad perinatal, momificación de fetos, etc.   

Así, un aspecto de la presente invención se refiere al uso de una composición inmunogénica que comprende 
antígeno de PCV2, preferiblemente un antígeno de PCV2 recombinante y, más preferiblemente, proteína ORF2 de 55 
PCV2 según se proporciona con la presente, para la preparación de un medicamento para la prevención de 
linfoadenopatía, en combinación con uno o una multiplicidad de los siguientes síntomas en cerdos: (1) neumonía 
intersticial con edema interlobular, (2) palidez cutánea o íctero, (3) hígados atróficos moteados, (4) úlceras 
gástricas, (5) nefritis y (6) trastornos de la repoducción, p. ej.  aborto, mortalidad perinatal, momificación de fetos, 
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etc., en cerdos. Preferiblemente, dicho medicamento es eficaz para la prevención de linfoadenopatía en 
combinación con uno o una multiplicidad de los siguientes síntomas asociados con una infección por PCV2 en 
cerdos: (1) neumonía intersticial con edema interlobular, (2) palidez cutánea o íctero, (3) hígados atróficos 
moteados, (4) úlceras gástricas, (5) nefritis y (6) trastornos de la repoducción, p. ej.  aborto, mortalidad perinatal, 
momificación de fetos, etc. De acuerdo con un aspecto adicional, dicho medicamento es eficaz para la prevención 5 
de linfoadenopatía en combinación con uno o una multiplicidad de los siguientes síntomas en cerdos: (1) neumonía 
intersticial con edema interlobular, (2) palidez cutánea o íctero, (3) hígados atróficos moteados, (4) úlceras 
gástricas, (5) nefritis y (6) trastornos de la repoducción, p. ej.  aborto, mortalidad perinatal, momificación de fetos, 
etc. en cerdos, cuando se administra a cerdos no mayores de 15 semanas de edad, más preferiblemente no 
mayores de 6 semanas de edad, incluso más preferiblemente no mayores de 3 semanas, y lo más preferiblemente 10 
no mayores de 2 semanas.  

Además, también se describe un método para el tratamiento de la linfoadenopatía en combinación con uno o una 
multiplicidad de los siguientes síntomas en cerdos: (1) neumonía intersticial con edema interlobular, (2) palidez 
cutánea o íctero, (3) hígados atróficos moteados, (4) úlceras gástricas, (5) nefritis y (6) trastornos de la repoducción, 
p. ej.  aborto, mortalidad perinatal, momificación de fetos, etc., comprendiendo dicho método la administración de 15 
una composición inmunogénica que comprende antígeno de PCV2, preferiblemente un antígeno de PCV2 
recombinante, y más preferiblemente proteína ORF2 de PCV2 según se proporciona con la presente. 
Preferiblemente, la descripción también se refiere a un método para el tratamiento de la linfoadenopatía en 
combinación con uno o una multiplicidad de los siguientes síntomas asociados con una infección por PCV2 en 
cerdos: (1) neumonía intersticial con edema interlobular, (2) palidez cutánea o íctero, (3) hígados atróficos 20 
moteados, (4) úlceras gástricas, (5) nefritis y (6) trastornos de la repoducción, p. ej.  aborto, mortalidad perinatal, 
momificación de fetos, etc., comprendiendo dicho método la administración de una composición inmunogénica que 
comprende antígeno de PCV2, preferiblemente un antígeno de PCV2 recombinante, y más preferiblemente proteína 
ORF2 de PCV2 según se proporciona con la presente, a un cerdo. Preferiblemente, dicho tratamiento resulta en la 
disminución o reducción de la linfoadenopatía, y uno o más de los siguientes síntomas asociados con una infección 25 
por PCV2 en cerdos: (1) neumonía intersticial con edema interlobular, (2) palidez cutánea o íctero, (3) hígados 
atróficos moteados, (4) úlceras gástricas, (5) nefritis y (6) trastornos de la repoducción, p. ej.  aborto, mortalidad 
perinatal, momificación de fetos, etc. Dichos métodos de tratamiento comprenden, además, la administración de la 
composición inmunogénica que comprende antígeno de PCV2, preferiblemente antígeno de PCV2 recombinante, y 
más preferiblemente proteína ORF2 de PCV2, según se proporciona en esta memoria, a cerdos no mayores de 15 30 
semanas de edad, más preferiblemente no mayores de 6 semanas de edad, incluso más preferiblemente no 
mayores de 3 semanas, y lo más preferiblemente no mayores de 2 semanas.  

También se describe que el uso terapéutico de una composición inmunogénica que comprende antígeno de PCV, 
preferiblemente antígeno de PCV2 recombinante y, más preferiblemente, proteína ORF2 de PCV2, según se 
proporciona con la presente, puede también reducir o disminuir lesiones similares a Pia (siglas en inglés - 35 
adenomatosis intestinal porcina), que se sabe están normalmente asociadas a infecciones por Lawsonia 
intracellularis (ileitis).   

Así, un aspecto de la descripción se refiere al uso de una composición inmunogénica que comprende antígeno de 
PCV2, preferiblemente un antígeno de PCV2 recombinante y, más preferiblemente, proteínas ORF2 de PCV2 
según se proporciona con la presente, para la preparación de un medicamento para la prevención, disminución de 40 
la gravedad y/o reducción de una lesión similar a Pia, que se sabe están normalmente asociadas a infecciones por 
Lawsonia intracellularis en cerdos. Dicho medicamento es eficaz para la prevención, disminución de la gravedad y/o 
reducción de lesiones similares a PIA que se sabe están normalmente asociadas a infecciones por Lawsonia 
intracellularis, cuando se administra a cerdos no mayores de 15 semanas de edad, más preferiblemente no 
mayores de 6 semanas de edad, incluso más preferiblemente no mayores de 3 semanas y, lo más preferiblemente 45 
no mayores de 2 semanas.  

Además, la descripción también se refiere a un método para el tratamiento de lesiones similares a Pia, que se sabe 
están normalmente asociadas a infecciones por Lawsonia intracellularis, comprendiendo dicho método la 
administración de una composición inmunogénica que comprende antígeno de PCV2, preferiblemente antígeno de 
PCV2 recombinante y, más preferiblemente proteína ORF2 de PCV2 según se proporciona en esta memoria, a un 50 
cerdo.  Preferiblemente, dicho tratamiento resulta en la disminución o reducción de las lesiones similares a Pia que 
se sabe están normalmente asociadas a infecciones por Lawsonia intracellularis. Los métodos de tratamiento arriba 
descritos comprenden la administración de la composición inmunogénica que comprende antígeno de PCV2, 
preferiblemente antígeno de PCV2 recombinante, y más preferiblemente proteína ORF2 de PCV2 según se 
proporciona en esta memoria, a cerdos no mayores de 15 semanas de edad, más preferiblemente no mayores de 6 55 
semanas de edad, incluso más preferiblemente no mayores de 3 semanas y, lo más preferiblemente no mayores de 
2 semanas.   

La composición inmunogénica  

La composición inmunogénica, tal como se utiliza en esta memoria, es eficaz para inducir una respuesta inmune 
contra PCV2 y prevenir, reducir y/o disminuir la gravedad de los síntomas clínicos asociados con una infección por 60 
PCV2. La composición generalmente comprende al menos un antígeno de PCV2.   
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A menos que se defina de otro modo, todos los términos y expresiones técnicos y científicos utilizados en esta 
memoria tienen los mismos significados que los habitualemente comprendidos por un experto ordinario en la 
técnica a la que pertenece esta invención. La expresión "composición inmunogénica", tal como se utiliza en esta 
memoria, se refiere a toda composición farmacéutica que contiene un antígeno de PCV2, composición que puede 
ser utilizada para prevenir o tratar una enfermedad o estado asociado a una infección por PCV2 en un sujeto. Una 5 
composición inmunogénica preferida puede inducir, estimular o reforzar la respuesta inmune contra PCV2.  La 
expresión abarca tanto composiciones inmunogénicas subunidad, como las que se describen más abajo, así como 
composiciones que contienen PCV2 entero matado o atenuado y/o inactivado.  

La expresión "composición inmunogénica subunidad", tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a una 
composición que contiene al menos un polipéptido o antígeno inmunogénico, pero no todos los antígenos, 10 
derivados de u homólogos a un antígeno procedente de PCV2. Una composición de este tipo está sustancialmente 
exenta de PCV2 intacto. Así, una "composición inmunogénica subunidad" se prepara a partir de polipéptidos 
inmunogénicos procedentes de PCV2 al menos parcialmente purificados o fraccionados (de preferencia 
sustancialmente purificados), o análogos recombinantes de los mismos. Una composición inmunogénica subunidad 
puede comprender el antígeno o los antígenos subunidad de interés sustancialmente exentos de otros antígenos o 15 
polipéptidos procedentes de PCV2, o fraccionados de ellos. Una composición inmunogénica subunidad preferida 
comprende la proteína ORF2 de PCV2 según se describe más abajo.  

Una "respuesta inmunológica o inmune" a una composición o vacuna es el desarrollo en el huésped de una 
respuesta inmune celular y/o mediada por anticuerpos a la composición o vacuna de interés. Habitualmente, una 
"respuesta inmune" incluye, pero no se limita a uno o más de los siguientes efectos: la producción o activación de 20 
anticuerpos, células B, células T auxiliares, células T supresoras y/o células T citotóxicas y/o células T yd, dirigidas 
específicamente a un antígeno o antígenos incluidos en la composición o vacuna de interés. Preferiblemente, el 
huésped exhibirá una respuesta inmunológica terapéutica o protectora, de modo que la resistancia a la nueva 
infección resultará reforzada y/o la gravedad clínica de la enfermedad quedará reducida. Una protección de este 
tipo quedará demostrada por una reducción en el número o gravedad de o por la carencia de uno o más de los 25 
síntomas asociados con infecciones por PCV2 según se describen arriba.  

Las expresiones proteína o polipéptido o "antígeno"  "inmunogénico", tal como se utilizan en esta memoria, se 
refieren a una secuencia de aminoácidos que provoca una respuesta inmunológica según se describe antes. Una 
proteína o polipéptido "inmunogénico", tal como se utiliza en esta memoria, incluye la secuencia de longitud 
completa de cualesquiera proteínas de PCV2, análogos de las mismas o fragmentos inmunogénicos de las mismas. 30 
La expresión "fragmento inmunogénico" se refiere a un fragmento de una proteína que incluye uno o más epítopos 
y, así, provoca la respuesta inmunológica arriba descrita. Fragmentos de este tipo se pueden identificar utilizando 
cualquier número de técnicas de representación en mapa de epítopos, bien conocidas en la técnica. Véase, p. ej., 
Epitope Mapping Protocols in Methods in Molecular Biology, Vol. 66 (Glenn E. Morris, Ed., 1996) Humana Press, 
Totowa, Nueva Jersey. Por ejemplo, epítopos lineales se pueden determinar, p. ej., sintetizando concurrentemente 35 
grandes números de péptidos sobre soportes sólidos, correspondiendo los peptidos a partes de la molécula de 
proteína, y haciendo reaccionar los péptidos con anticuerpos, a la vez que los péptidos siguen estando fijados a los 
soportes. Técnicas de este tipo son conocidas en la técnica y se describen, p. ej., en la patente de EE.UU. nº 
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, epítopos conformacionales se identifican fácilmente determinando la conformación 40 
espacial de aminoácidos tales como, p. ej., cristalografía por rayos x y resonancia magnética nuclear bidimensional. 
Véase, p. ej., Epitope Mapping Protocols, supra. 

También se incluyen dentro de la definición antígenos sintéticos, por ejemplo poliepítopos, epítopos flanqueantes y 
otros antígenos recombinantes o derivados de forma sintética.  Véase, p. ej., Bergmann et al. (1993) Eur. J. 
Immunol. 23:2777-2781; Bergmann et al. (1996), J. Immunol. 157:3242-3249; Suhrbier, A. (1997), Immunol. and 45 
Cell Biol. 75:402-408; Gardner et al., (1998) 12ª Conferencia Mundial del SIDA, Ginebra, Suiza, 28 de junio - 3 de 
julio de 1998. 

En una realización preferida de la presente invención, se proporciona una composición inmunogénica que induce 
una respuesta inmune y, más preferiblemente, confiere inmunidad protectora frente a los síntomas clínicos de una 
infección por PCV2. Lo más preferiblemente, la composición comprende el polipéptido, o un fragmento del mismo, 50 
expresado por ORF2 de PCV2, en calidad del componente antigénico de la composición. ADN y proteína de ORF2 
de PCV2, utilizados en esta memoria para la preparación de las composiciones y dentro de los procedimientos 
proporcionados en esta memoria, es un dominio altamente conservado dentro de aislados de PCV2 y, con ello, todo 
ORF2 de PCV2 seria eficaz como fuente del ADN y/o polipéptido de ORF2 de PCV tal como se utiliza en esta 
memoria. Una proteína ORF2 de PCV2 preferida es la de SEQ ID NO.  11. Un polipéptido ORF2 de PCV preferido 55 
se proporciona en esta memoria como SEQ ID NO.  5, pero se entiende por los expertos en la técnica que esta 
secuencia podría variar tanto como 6-10% en la homología de la secuencia y aún conservar las características 
antigénicas que la hacen útil en composiciones inmunogénicas. Las características antigénicas de una composición 
inmunológica se puede, por ejemplo, estimar por el experimento de evaluación según se proporciona por el Ejemplo 
4. Además, se sigue conservando la característica antigénica de un antígeno modificado cuando el antígeno 60 
modificado confiere al menos un 70%, preferiblemente un 80%, más preferiblemente un 90% de la inmunidad 
protectora en comparación con la proteína ORF2 de PCV2, codificada por la secuencia de polinucleótidos de SEQ 
ID NO: 3 o SEQ ID NO: 4. Una “composición inmunogénica”, tal como se utiliza en esta memoria, significa una 
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proteína ORF2 de PCV2 que provoca una “respuesta inmunológica” en el huésped de una respuesta inmune celular 
y/o mediada por anticuerpos a la proteína ORF2 de PCV2. Preferiblemente, esta composición inmunogénica es 
capaz de provocar o de reforzar una respuesta inmune contra PCV2, confiriendo con ello inmunidad protectora 
contra una infección por PCV2 y una reducción en la incidencia, gravedad o prevención de uno o más, y 
preferiblemente de todos los síntomas clínicos asociados con la misma.   5 

En algunas formas, se utilizan porciones inmunogénicas de proteína ORF2 de PCV2 en calidad del componente 
antigénico en la composición. La expresión “porción inmunogénica”, tal como se utiliza en esta memoria, se refiere 
a formas  truncadas y/o sustituidas, o fragmentos de proteína y/o polinucleótido ORF2 de PCV2, respectivamente.  
Preferiblemente, tales formas truncadas y/o sustituidas, o fragmentos comprenderán al menos 6 aminoácidos 
contiguos procedentes del polipéptido de ORF2 de longitud completa. Más preferiblemente, las formas truncadas o 10 
sustituidas, o fragmentos tendrán al menos 10, más preferiblemente al menos 15, y aún más preferiblemente al 
menos 19 aminoácidos contiguos procedentes del polipéptido de ORF2 de longitud completa. Dos secuencias 
preferidas a este respecto se proporcionan en esta memoria como SEQ ID NOs. 9 y 10. Se entiende, además, que 
este tipo de secuencias pueden ser parte de fragmentos mayores o formas truncadas.  

Un polipéptido de ORF2 de PCV2 preferido, proporcionado en esta memoria, es codificado por las secuencias de 15 
nucleótidos de SEQ ID NO: 3 o SEQ ID NO: 4. Sin embargo, se entiende por los expertos en la técnica que esta 
secuencia podría variar tanto como 6-20% en la homología de la secuencia y aún conservar las características 
antigénicas que la hacen útil en composiciones inmunogénicas. En algunas formas, se utiliza una forma truncada o 
sustituida, o fragmento de este polipéptido de ORF2 de PVC2 como el componente antigénico en la composición. 
Preferiblemente, formas truncadas o sustituidas de este tipo, o fragmentos comprenderán al menos 18 nucleótidos 20 
contiguos procedentes de la secuencia de nucleótidos de ORF2 de longitud completa, p. ej. de SEQ ID NO: 3 o 
SEQ ID NO: 4. Más preferiblemente, las formas truncadas o sustituidas, o fragmentos tendrán al menos 30, más 
preferiblemente al menos 45, y aún más preferiblemente al menos 57 nucleótidos contiguos de la secuencia de 
nucleótidos de ORF2 de longitud completa, p. ej. SEQ ID NO: 3 o SEQ ID NO: 4. 

“Identidad de la secuencia”, tal como se conoce en la técnica, se refiere a una relación entre dos o más secuencias 25 
de polipéptidos o dos o más secuencias de polinucleótidos, a saber una secuencia de referencia y una secuencia 
dada a comparar con la secuencia de referencia. La identidad de la secuencia se determina comparando la 
secuencia dada con la secuencia de referencia después de haber alineado óptimamente las secuencias para 
producir el grado más alto de similitud de secuencia, según se determina por el apareamiento entre las hebras de 
secuencias de este tipo. Tras el alineamiento, la identidad de la secuencia se constata sobre una base de posición-30 
por-posición, p. ej. las secuencias son “idénticas” en una posición particular, si en esa posición los residuos de 
nucleótidos o aminoácidos son idénticos. El número total de identidades de posición de este tipo se divide luego por 
el número total de nucleótidos o residuos en la secuencia de referencia para dar el % de identidad de la secuencia. 
La identidad de la secuencia se puede calcular fácilmente 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), 35 
Biocomputing: Informatics and Genome Projects, Smith, D.W., comp., Academic Press, Nueva York (1993); 
Computer Analysis of Sequence Data, Parte I, Griffin, A.M. y Griffin, H. G., comps., Humana Press, Nueva Jersey 
(1994); Sequence Analysis in Molecular Biology, von Heinge, G., Academic Press (1987); Sequence Analysis 
Primer, Gribskov, M. y Devereux, J., comps., M. Stockton Press, Nueva York (1991); y Carillo, H., y Lipman, D., 
SIAM J. Applied Math., 48: 1073 (1988), cuyas enseñanzas se incorporan en esta memoria como referencia. 40 
Métodos preferidos para determinar la identidad de la secuencia se diseñan para dar el apareamiento mayor entre 
las secuencias sometidas a ensayo. Métodos para determinar la identidad de la secuencia son codificados en 
programas de ordenador públicamente disponibles que determinan la identidad de secuencia entre secuencias 
dadas. Ejemplos de este tipo de programas incluyen, pero no se limitan al paquete de programas GCG (Devereux, 
J., et al., Nucleic Acids Research, 12(1):387 (1984)), BLASTP, BLASTN y FASTA (Altschul, S. F. et al., J. Molec. 45 
Biol., 215:403-410 (1990). El programa BLASTX está públicamente disponible de NCBI y de otras fuentes (BLAST 
Manual, Altschul, S. et al., NCVI NLM NIH Bethesda, MD 20894, Altschul, S. F. et al., J. Molec. Biol., 215:403-410 
(1990), cuyas enseñanzas se incorporan en esta memoria como referencia). De forma óptima, estos programas 
alinean secuencias utilizando pesos de huecos por defecto con el fin de producir el nivel más alto de la identidad de 
secuencia entre las secuencias dada y de referencia. Como ilustración, por un polinucleótido con una secuencia de 50 
nucleótidos que tenga al menos, por ejemplo, un 85%, preferiblemente un 90%, incluso más preferiblemente un 
95% de “identidad de secuencia” con una secuencia de nucleótidos de referencia, se pretende que la secuencia de 
nucleótidos del polinucleótido dado sea idéntica a la secuencia de referencia, excepto que la secuencia de 
polinucleótidos dada puede incluir hasta 15, preferiblemente hasta 10, incluso más preferiblemente hasta 5 
mutaciones puntuales por cada 100 nucleótidos de la secuencia de nucleótidos de referencia. En otras palabras, en 55 
un polinucleótido que tenga una secuencia de nucleótidos que tenga al menos un 85%, preferiblemente un 90%, 
incluso más preferiblemente un 95% de identidad con relación a la secuencia de nucleótidos de referencia, hasta el 
15%, preferiblemente el 10%, incluso más preferiblemente el 5% de los nucleótidos en la secuencia de referencia 
puede estar suprimido o sustituido con otro nucleótido, o un cierto número de nucleótidos de hasta el 15%, 
preferiblemente el 10%, incluso más preferiblemente el 5% de los nucleótidos totales en la secuencia de referencia 60 
puede estar insertado en la secuencia de referencia. Estas mutaciones de la secuencia de referencia pueden 
producirse en las posiciones terminales 5' ó 3' de la secuencia de nucleótidos de referencia o en cualquier parte 
entre esas posiciones terminales, entremezclado individualmente entre nucleótidos en la secuencia de referencia o 
en uno o más grupos contiguos dentro de la secuencia de referencia. Análogamente, por un polipéptido con una 
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secuencia de aminoácidos que tenga al menos, por ejemplo, un 85%, preferiblemente un 90%, incluso más 
preferiblemente un 95% de identidad de secuencia con una secuencia de aminoácidos de referencia, se pretende 
que la secuencia de aminoácidos del polipéptido dado sea idéntica a la secuencia de referencia, excepto que la 
secuencia de polipéptidos dada puede incluir hasta 15, preferiblemente hasta 10, incluso más preferiblemente hasta 
5 alteraciones de aminoácidos por cada 100 aminoácidos de la secuencia de aminoácidos de referencia. En otras 5 
palabras, para obtener una secuencia de polipéptidos dada que tenga al menos un 85%, preferiblemente un 90%, 
incluso más preferiblemente un 95% de identidad de secuencia con una secuencia de aminoácidos de referencia, 
hasta el 15%, preferiblemente hasta el 10%, incluso más preferiblemente hasta el 5% de los residuos aminoácidos 
en la secuencia de referencia puede estar suprimido o sustituido con otro aminoácido, o un cierto número de 
aminoácidos de hasta el 15%, preferiblemente hasta el 10%, incluso más preferiblemente hasta el 5% del número 10 
total de residuos aminoácidos 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 aminoácidos de referencia o en cualquier parte entre esas posiciones terminales, 
entremezcladas individualmente entre residuos en la secuencia de referencia o en uno o más grupos contiguos 
dentro de la secuencia de referencia. Preferiblemente, las posiciones de los residuos que no son idénticas difieren 15 
por las sustituciones conservativas de aminoácidos. Sin embargo, las sustituciones conservativas no están incluidas 
como un apareamiento cuando se determina la identidad de secuencia. 

“Homología de la secuencia”, tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a un método para determinar el grado 
de relación de dos secuencias. Para determinar la homología de la secuencia, dos o más secuencias están 
óptimamente alineadas y, si es necesario, se introducen huecos. Sin embargo, en contraposición con la “identidad 20 
de la secuencia”, sustituciones conservativas de aminoácidos se cuentan como un apareamiento cuando se 
determina la homología  de la secuencia. En otras palabras, para obtener un polipéptido o polinucleótido con un 
95% de homología de la secuencia con una secuencia de referencia, el 85%, preferiblemente el 90%, incluso más 
preferiblemente el 95% de los residuos aminoácidos o nucleótidos en la secuencia de referencia debe aparearse o 
comprender una sustitución conservativa con otro aminoácido o nucleótido, o un cierto número de aminoácidos o 25 
nucleótidos hasta el 15%, preferiblemente hasta el 10%, incluso más preferiblemente hasta el 5% de los residuos 
totales de aminoácidos o nucleótidos, que no incluyen sustituciones conservativas, en la secuencia de referencia 
puede insertarse en la secuencia de referencia. Preferiblemente, la secuencia homóloga comprende al menos un 
tramo de 50, incluso más preferiblemente de al menos 100, incluso más preferiblemente de al menos 250, e incluso 
más preferiblemente de al menos 500 nucleótidos.  30 

Una "sustitución conservativa” se refiere a la sustitución de un residuo aminoácido o nucleótido con otro residuo 
aminoácido o nucleótido con características o propiedades similares, incluido el tamaño, la hidrofobicidad, etc., de 
modo que la funcionalidad global no cambia significativamente. 

“Aislado” significa alterado “por la mano del hombre” de su estado natural, es decir como si se produce en la 
naturaleza, ha sido cambiado o separado de su entorno original, o ambos.  Por ejemplo, un polinucleótido o 35 
polipéptido que se presenta de forma natural en un organismo vivo no está “aislado”, pero el mismo polinucleótido o 
polipéptido separado de los materiales coexistentes de su estado natural está “aislado”, según se emplea el término 
en esta memoria. 

Así, la composición inmunogénica, tal como se utiliza en esta memoria, también se refiere a una composición que 
comprende proteína ORF2 de PCV2, en donde dicha proteína ORF2 de PCV2 es una cualquiera de las descritas 40 
arriba. Preferiblemente, dicha proteína ORF2 de PCV2 es 

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

ii) cualquier polipéptido que es al menos un 80% homólogo con el polipéptido de i), 

iii) cualquier porción inmunogénica de los polipéptidos de i) y/o ii), 45 

iv) la porción inmunogénica de iii), que comprende al menos 10 aminoácidos 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, 

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

vi) cualquier polipéptido que es codificado por un polinucleótido que es al menos un 80% homólogo con el 
polinucléotido de v), 50 

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

viii) la porción inmunogénica de vii), en donde el polinucleótido que codifica dicha porción inmunogénica 
comprende al menos 30 nucleótidos contiguos incluidos en las secuencias de SEQ ID NO: 3 o SEQ ID NO: 
4. 

Preferiblemente cualquiera de esas porciones inmunogénicas tienen las características inmunogénicas de la 55 
proteína ORF2 de PCV2 que es codificada por la secuencia de SEQ ID NO: 3 o SEQ ID NO: 4.   
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De acuerdo con un aspecto adicional, la proteína ORF2 de PCV2 se describe en la composición inmunológica a un 
nivel de inclusión de antígeno eficaz para inducir la respuesta inmune deseada, a saber para reducir la incidencia, o 
disminuir la gravedad o prevenir uno o más síntomas clínicos que resultan de una infección por PCV2.  
Preferiblemente, el nivel de inclusión de la proteína ORF2 de PCV2 es al menos 0,2 µg de antígeno / ml de la 
composición inmunogénica final (µg/ml), más preferiblemente de aproximadamente 0,2 a aproximadamente 400 5 
µg/ml, aún más preferiblemente de aproximadamente 0,3 a aproximadamente 200 µg/ml, incluso más 
preferiblemente de aproximadamente 0,35 a aproximadamente 100 µg/ml, aún más preferiblemente de 
aproximadamente 0,4 a aproximadamente 50 µg/ml, aún más preferiblemente de aproximadamente 0,45 a 
aproximadamente 30 µg/ml, aún más preferiblemente de aproximadamente 0,6 a aproximadamente 15 µg /ml, 
incluso más preferiblemente de aproximadamente 0,75 a aproximadamente 8 µg/ml, incluso más preferiblemente de 10 
aproximadamente 1,0 a aproximadamente 6 µg/ml, aún más preferiblemente de aproximadamente 1,3 a 
aproximadamente 3,0 µg/ml, incluso más preferiblemente de aproximadamente 1,4 a aproximadamente 2,5 µg/ml, 
incluso más preferiblemente de aproximadamente 1,5 a aproximadamente 2,0 µg/ml, y lo más preferiblemente de 
aproximadamente 1,6 µg/ml. 

De acuerdo con un aspecto adicional, el nivel de inclusión del antígeno de ORF2 es al menos 0,2 µg / proteína 15 
ORF2 de PCV2 según se describe arriba por dosis de la composición inmunogénica final (µg/dosis), más 
preferiblemente de aproximadamente 0,2 a aproximadamente 400 µg/dosis, aún más preferiblemente de 
aproximadamente 0,3 a aproximadamente 200 µg/dosis, incluso más preferiblemente de aproximadamente 0,35 a 
aproximadamente 100 µg/dosis, aún más preferiblemente de aproximadamente 0,4 a aproximadamente 50 
µg/dosis, aún más preferiblemente de aproximadamente 0,45 a aproximadamente 30 µg/dosis, aún más 20 
preferiblemente de aproximadamente 0,6 a aproximadamente 15 µg/dosis, incluso más preferiblemente de 
aproximadamente 0,75 a aproximadamente 8 µg/dosis, incluso más preferiblemente de aproximadamente 1,0 a 
aproximadamente 6 µg/dosis, aún más preferiblemente de aproximadamente 1,3 a aproximadamente 3,0 µg/dosis, 
incluso más preferiblemente de aproximadamente 1,4 a aproximadamente 2,5 µg/dosis, incluso más 
preferiblemente de aproximadamente 1,5 a aproximadamente 2,0 µg/dosis, y lo más preferiblemente de 25 
aproximadamente 1,6 µg/dosis. 

El polipéptido ORF2 de PCV2 utilizado en la composición inmunogénica descrita aquí se puede obtener de 
cualquier modo incluyendo aislamiento y purificación de ORF2 de PCV2, síntesis clásica de proteínas y 
metodología recombinante. Métodos preferidos para obtener polipéptido ORF2 de PCV2 se proporcionan en la 
solicitud de patente de EE.UU. nº de serie 11/034.797, cuyas enseñanzas y contenido se incorpora aquí por 30 
referencia. En síntesis, células susceptibles son infestadas con un vector viral recombinante que contiene 
secuencias codificadoras de ADN de ORF2 de PCV2, el polipéptido ORF2 de PCV2 es expresado por el virus 
recombinante, y el polipéptido ORF2 de PCV2 expresado se recupera del sobrenadante mediante filtración y se 
inactiva por cualquier método convencional, preferiblemente utilizando etilenimina binaria, que luego se neutraliza 
para detener el proceso de inactivación. 35 

La composición inmunogénica, tal como se describe en esta memoria, también se refiere a una composición que 
comprende i) cualesquiera de las proteínas ORF2 de PCV2 descritas arriba, preferiblemente en las concentraciones 
descritas arriba, y ii)  al menos una porción del vector viral que expresa dicha proteína ORF2 de PCV2, 
preferiblemente de un baculovirus recombinante. Además, la composición inmunogénica puede comprender i) 
cualesquiera de las proteínas ORF2 de PCV2 descritas arriba, preferiblemente en las concentraciones descritas 40 
arriba, ii)  al menos una porción del vector viral que expresa dicha proteína ORF2 de PCV2, preferiblemente de un 
baculovirus recombinante, y iii) una porción del sobrenadante del cultivo celular.  

La composición inmunogénica, tal como se describe en esta memoria, también se refiere a una composición que 
comprende i) cualesquiera de las proteínas ORF2 de PCV2 descritas arriba, preferiblemente en las concentraciones 
descritas arriba, ii)  al menos una porción del vector viral que expresa dicha proteína ORF2 de PCV2, 45 
preferiblemente de un baculovirus recombinante, y iii) una porción del cultivo celular; en donde aproximadamente el 
90% de los componentes tienen un tamaño menor que 1 µm.   

La composición inmunogénica, tal como se describe en esta memoria, también se refiere a una composición que 
comprende i) cualesquiera de las proteínas ORF2 de PCV2 descritas arriba, preferiblemente en las concentraciones 
descritas arriba, ii)  al menos una porción del vector viral que expresa dicha proteína ORF2 de PCV2, 50 
preferiblemente de un baculovirus recombinante, iii) una porción del cultivo celular, iv)  y agente inactivante para 
inactivar el vector viral recombinante, preferiblemente BEI, en donde aproximadamente el 90% de los componentes 
i) a iii) tienen un tamaño menor que 1 µm. Preferiblemente, BEI está presente en concentraciones eficaces para 
inactivar el baculovirus. Concentraciones eficaces se describen arriba. 

La composición inmunogénica, tal como se describe en esta memoria, también se refiere a una composición que 55 
comprende i) cualesquiera de las proteínas ORF2 de PCV2 descritas arriba, preferiblemente en las concentraciones 
descritas arriba, ii)  al menos una porción del vector viral que expresa dicha proteína ORF2 de PCV2, 
preferiblemente de un baculovirus recombinante, iii) una porción del cultivo celular, iv)  un agente inactivante para 
inactivar el vector viral recombinante, preferiblemente BEI, y v) un agente de neutralización para detener la 
inactivación mediada por el agente inactivante, en donde aproximadamente el 90% de los componentes i) a iii) 60 
tienen un tamaño menor que 1 µm. Preferiblemente, si el agente inactivante es BEI, dicha composición comprende 

E06850366
24-05-2017ES 2 625 903 T3

 



9 

tiosulfato de sodio en cantidades equivalentes a BEI.   

El polipéptido se incorpora en una composición que puede ser administrada a un animal susceptible a infección por 
PCV2. En formas preferidas, la composición puede incluir también componentes adicionales conocidos por los 
expertos en la técnica (véase también Remington's Pharmaceutical Sciences. (1990). 18a ed. Mack Publ., Easton).  
Adicionalmente, la composición puede incluir uno o más soportes aceptables en veterinaria. Tal como se emplea en 5 
esta memoria, "un soporte aceptable en veterinaria" incluye uno y cualesquiera disolventes, medios dispersantes, 
recubrimientos, adyuvantes, agentes estabilizadores, diluyentes, conservantes, agentes antibacterianos y 
antifúngicos, agentes isotónicos, agentes que demoran la adsorción y similares. En una realización preferida, la 
composición inmunogénica comprende proteína ORF2 de PCV2 según se proporciona con la presente, 
preferiblemente en las concentraciones descritas arriba, la cual está mezclada con un adyuvante, preferiblemente 10 
Carbopol, y solución salina fisiológica.  

Los expertos en la técnica comprenderán que la composición utilizada en esta memoria puede incorporar 
soluciones estériles inyectables, fisiológicamente aceptables conocidas. Para preparar una solución lista para el 
uso para inyección parenteral o infusión, están fácilmente disponibles soluciones isotónicas acuosas, tales como, p. 
ej., solución salina o correspondientes soluciones de proteínas en el plasma. Además, las composiciones de 15 
vacuna inmunogénicas de la presente invención pueden incluir diluyentes, agentes isotónicos, estabilizantes o 
adyuvantes. Los diluyentes pueden incluir agua, disolución salina, dextrosa, etanol, glicerol y similares. Los agentes 
isotónicos pueden incluir cloruro de sodio, dextrosa, manitol, sorbitol y lactosa, entre otros. Los estabilizantes 
incluyen albúmina y sales alcalinas de ácido etilendiaminotetraacético, entre otros.   

“Adyuvantes”, tal como se utilizan en esta memoria, pueden incluir hidróxido de aluminio y fosfato de aluminio, 20 
saponinas, p. ej. Quil A, QS-21 (Cambridge Biotech Inc., Cambridge MA), GPI-0100 (Galenica Pharmaceuticals, 
Inc., Birmingham, AL), emulsión de agua en aceite, emulsión de aceite en agua, emulsión de agua en aceite en 
agua. La emulsión se puede basar, en particular, en aceite de parafina líquido ligero (tipo de la Farmacopea 
Europea); aceite isoprenoide tal como aceite escualano o escualeno que resulta de la teoligomerización de 
alquenos, en particular de isobuteno o deceno; ésteres de ácidos o de alcoholes que contienen un grupo alquilo 25 
lineal, más particularmente aceites vegetales, oleato de etilo, di-(caprilato/caprato) de polietilenglicol, tri-
(caprilato/caprato) de glicerilo o dioleato de propilenglicol; ésteres de ácidos grasos ramificados o alcoholes, en 
particular ésteres de ácido isosteárico. El aceite se utiliza en combinación con emulsionantes para formar la 
emulsión. Los emulsionantes son preferiblemente tensioactivos no iónicos, en particular ésteres de sorbitan, de 
manida (p. ej. oleato de anhidromanitol), de glicol, de poliglicerol, de propilenglicol y de ácido oleico, isosteárico, 30 
ricinoleico o hidroxiesteárico, que están opcionalmente etoxilados, y copolímeros de bloques de polioxipropileno-
polioxietileno, en particular los productos Pluronic, en especial L121.  Véase Hunter et al., The Theory and Practical 
Application of Adjuvants (Ed.Stewart-Tull, D. E. S.). John Wiley and Sons, NY, págs. 51-94 (1995) y Todd et al., 
Vaccine 15:564-570 (1997). 

Por ejemplo, es posible utilizar la emulsión SPT descrita en la página 147 de "Vaccine Design, The Subunit and 35 
Adjuvant Approach" editada por M. Powell y M. Newman, Plenum Press, 1995, y la emulsión MF59 descrita en la 
página 183 de este mismo libro. 

Un ejemplo adicional de un adyuvante es un compuesto elegido de los polímeros de ácido acrílico o metacrílico y 
los copolímeros de anhídrido maleico y derivado de alquenilo. Compuestos adyuvantes ventajosos son los 
polímeros de ácido acrílico o metacrílico que están reticulados, especialmente con polialquenil-éteres de azúcares o 40 
polialcoholes. Estos compuestos se conocen por el término carbómero (Phameuropa Vol. 8, nº 2, junio 1996). 
Personas expertas en la técnica también pueden aludir a la patente de EE.UU. nº 2.909.462 que describe polímeros 
acrílicos de este tipo reticulados con un compuesto polihidroxilado que tiene al menos 3 grupos hidroxilo, 
preferiblemente no más de 8, estando los átomos de hidrógeno de al menos tres hidroxilos reemplazados por 
radicales alifáticos insaturados que tienen al menos 2 átomos de carbono. Los radicales preferidos son los que 45 
contienen de 2 a 4 átomos de carbono, p. ej. vinilos, alilos y otros grupos etilénicamente insaturados. Los radicales 
insaturados pueden contener por sí mismos otros sustituyentes tal como metilo. Los productos vendidos bajo el 
nombre Carbopol; (BF Goodrich, Ohio, EE.UU) son particularmente apropiados. Están reticulados con una alil-
sacarosa o con alil-pentaeritritol. Entre ellos se pueden mencionar Carbopol 974P, 934P y 971P. Lo más preferido 
es el uso de Carbopol, en particular el uso de Carbopol 971P, preferiblemente en cantidades de aproximadamente 50 
500 µg a aproximadamente 5 mg por dosis, incluso más preferido en una cantidad de aproximadamente 750 µg 
hasta aproximadamente 2,5 mg por dosis y, lo más preferido, en una cantidad de aproximadamente 1 mg por dosis. 

Adyuvantes adecuados adicionales incluyen, pero no se limitan al sistema adyuvante RIBI (Ribi Inc.), co-polímero 
de bloques (CytRx, Atlanta GA), SAF-M (Chiron, Emeryville CA), monofosforil-lípido A, adyuvante de lípido-amina 
Avridina, enterotoxina térmicamente lábil procedente de E. coli (recombinante o de otra forma), toxina cólera, IMS 55 
1314, o dipéptido muramilo, entre muchos otros.  

Preferiblemente, el adyuvante se añade en una cantidad de aproximadamente 100 µg hasta aproximadamente 10 
mg por dosis. Incluso más preferiblemente, el adyuvante se añade en una cantidad de aproximadamente 100 µg 
hasta aproximadamente 10 mg por dosis. Incluso más preferiblemente, el adyuvante se añade en una cantidad de 
aproximadamente 500 µg hasta aproximadamente 5 mg por dosis. Incluso más preferiblemente, el adyuvante se 60 
añade en una cantidad de aproximadamente 750 µg hasta aproximadamente 2,5 mg por dosis. Lo más 
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preferiblemente, el adyuvante se añade en una cantidad de aproximadamente 1 mg por dosis. 

Adicionalmente, la composición puede incluir uno o más soportes farmacéuticamente aceptables. Tal como se 
emplea en esta memoria, "un soporte farmacéuticamente aceptable" incluye cualesquiera disolventes, medios 
dispersantes, recubrimientos, agentes estabilizadores, diluyentes, conservantes, agentes antibacterianos y 
antifúngicos, agentes isotónicos, agentes que demoran la adsorción y similares. Lo más preferiblemente, la 5 
composición proporcionada con la presente contiene proteína ORF2 de PCV2 recuperada del sobrenadante de 
células cultivadas in vitro, en donde dichas células estaban infestadas con un vector viral recombinante que 
contiene ADN de ORF2 de PCV2 y que expresa proteína ORF2 de PCV2, y en donde dicho cultivo celular se trató 
con BEI aproximadamente 2 a aproximadamente 8 mM, preferiblemente con BEI aproximadamente 5 mM para 
inactivar el vector viral, y una concentración equivalente de un agente de neutralización, preferiblemente solución de 10 
tiosulfato de sodio hasta una concentración final de aproximadamente 2 hasta aproximadamente 8 mM, 
preferiblemente de aproximadamente 5 mM.  

La presente descripción también se refiere a una composición inmunogénica, que comprende i) cualesquiera de las 
proteínas ORF2 de PCV2 descritas arriba, preferiblemente en las concentraciones descritas arriba, ii)  al menos una 
porción del vector viral que expresa dicha proteína ORF2 de PCV2, iii) una porción del cultivo celular, iv)  un agente 15 
inactivante para inactivar el vector viral recombinante, preferiblemente BEI, y v) un agente de neutralización para 
detener la inactivación mediada por el agente inactivante, preferiblemente tiosulfato de sodio en cantidades 
equivalentes a BEI; y vi)  un adyuvante adecuado, preferiblemente Carbopol 971, en cantidades descritas arriba; en 
donde aproximadamente el 90% de los componentes i) a iii) tienen un tamaño menor que 1 µm. De acuerdo con un 
aspecto adicional, esta composición inmunogénica comprende, además, una sal farmacéuticamente aceptable, 20 
preferiblemente una sal fosfato en concentraciones fisiológicamente aceptables. Preferiblemente, el pH de dicha 
composición  inmunogénica se ajusta a un pH fisiológico, lo que significa entre aproximadamente 6,5 y 7,5. 

La composición inmunogénica, tal como se describe en esta memoria, se refiere a una composición que 
comprende, por un ml i) al menos 1,6 µg de proteína ORF2 de PCV2 descrita arriba, ii)  al menos una porción de 
baculovirus que expresa dicha proteína ORF2 de PCV2, iii)  una porción del cultivo celular, iv)  BEI 25 
aproximadamente 2 a 8 mM, v) tiosulfato de sodio en cantidades equivalentes a BEI; y vi)  aproximadamente 1 mg 
de Carbopol 971, y vii)  sal fosfato en una concentración fisiológicamente aceptable; en donde aproximadamente el 
90% de los componentes i) a iii) tienen un tamaño menor que 1 µm y el pH de dicha composición inmunogénica se 
ajusta a aproximadamente 6,5 a 7,5. 

Las composiciones inmunogénicas pueden además incluir uno o más de otros agentes inmunomoduladores tales 30 
como, p. ej., interleucinas, interferones u otras citocinas. Las composiciones inmunogénicas pueden también incluir 
Gentamicina y Mertiolato. Si bien las cantidades y concentraciones de los adyuvantes y aditivos útiles en el contexto 
de la presente invención pueden determinarse fácilmente por el experto en la técnica, la presente invención 
contempla composiciones que comprenden entre aproximadamente 50 µg y aproximadamente 2000 µg de 
adyuvante y preferiblemente aproximadamente 250 µg/ml de dosis de la composición de vacuna. Así, la 35 
composición inmunogénica, tal como se describe en esta memoria, se refiere también a una composición que 
comprende de aproximadamente 1 µg/ml hasta aproximadamente 60 µg/ml de antibióticos, y más preferiblemente 
menos de aproximadamente 30 µg/ml de antibióticos.  

La composición inmunogénica, tal como se describe en esta memoria, también se refiere a una composición que 
comprende i) cualesquiera de las proteínas ORF2 de PCV2 descritas arriba, preferiblemente en las concentraciones 40 
descritas arriba, ii)  al menos una porción del vector viral que expresa dicha proteína ORF2 de PCV2, iii) una 
porción del cultivo celular, iv)  un agente inactivante para inactivar el vector viral recombinante, preferiblemente BEI, 
y v) un agente de neutralización para detener la inactivación mediada por el agente inactivante, preferiblemente 
tiosulfato de sodio en cantidades equivalentes a BEI; vi)  un adyuvante adecuado, preferiblemente Carbopol 971, en 
cantidades descritas arriba; vii)  una concentración farmacéutica aceptable de un tampón salino, preferiblemente de 45 
una sal fosfato, y viii)  un agente anti-microbiológico activo; en donde aproximadamente el 90% de los componentes 
i) a iii) tienen un tamaño menor que 1 µm. 

Sorprendentemente, se ha encontrado que la composición inmunogénica que comprende la proteína ORF2 de 
PCV2 era muy estable a lo largo de un periodo de 24 meses. También se ha encontrado que las composiciones 
inmunogénicas son muy eficaces para reducir los síntomas clínicos asociados con infecciones por PCV2. También 50 
se descubrió que las composiciones inmunogénicas que comprenden el baculovirus recombinante que expresa 
proteína ORF2 de PCV2 según se describe arriba, son sorprendentemente más eficaces que una composición 
inmunogénica que comprende el virus PCV2 completo en una forma inactivada o antígeno de ORF2 de PCV2 viral 
aislado. En particular, sorprendentemente, se ha encontrado que el baculovirus recombinante que expresa proteína 
ORF2 de PCV2 es eficaz en concentraciones muy bajas, lo que significa concentraciones de hasta 0,25 µg/dosis. 55 
Este alto potencial inmunogénico inesperado de la proteína ORF2 de PCV2 es Carbopol incrementado. Los 
Ejemplos 1 a 3 describen en detalle la producción de ORF2 de PCV2 que comprende composiciones 
inmunogénicas.  

La composición inmunogénica, tal como se utiliza en esta memoria, se refiere también a Ingelvac® CircoFLEX™, 
(Boehringer Ingelheim Vetmedica Inc, St Joseph, MO, EE.UU.), CircoVac® (Merial SAS, Lyon, Francia), CircoVent 60 
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(Intervet Inc., Millsboro, DE, EE.UU.) o Suvaxyn PCV-2 One Dose® (Fort Dodge Animal Health, Kansas City, KA, 
EE.UU.).  

Administración de la composición inmunogénica 

La composición de acuerdo con la invención se puede aplicar por vía intradérmica, intratraqueal o intravaginal. 
Preferiblemente, la composición se puede aplicar por vía intramuscular o intranasal, lo más preferiblemente por vía 5 
intramuscular. En un cuerpo animal, se puede manifestar ventajoso aplicar las composiciones farmacéuticas, según 
se describe antes, a tejidos diana a través de una inyección intravenosa o por inyección directa. Para la aplicación 
sistémica, se prefieren las vías intravenosa, intravascular, intramuscular, intranasal, intraarterial, intraperitoneal, oral 
o intratecal. Se puede efectuar una aplicación más local por vía subcutánea, intradermal, intracutánea, intracardial, 
intralobal, intramedular, intrapulmonar, o directamente en o cerca del tejido a tratar (tejido conjuntivo, óseo, 10 
muscular, nervioso, epitelial). Dependiendo de la duración y eficacia de tratamiento deseados, las composiciones 
de acuerdo con la invención se puede administrar una o varias veces, también de forma intermitente, por ejemplo 
sobre una base diaria durante varios días, semanas o meses y en diferentes dosificaciones.   

Preferiblemente, una dosis de las composiciones inmunogénicas, tal como se describen arriba, se administran por 
vía intramuscular al sujeto que lo necesita. De acuerdo con un aspecto adicional, el antígeno de PCV-2 o la 15 
composición inmunogénica que comprende un antígeno de PCV-2 de este tipo según se describe arriba se formula 
y administra en un (1) mL por dosis. Así, de acuerdo con un aspecto adicional, la descripción también se refiere a 
una composición inmunogénica de 1 ml, que comprende antígeno de PCV-2 según se describe en esta memoria, 
para reducir o disminuir la linfoadenopatía, el agotamiento linfoide y/o histiocitos multinucleados/gigantes en cerdos 
infestados con PCV2.  20 

De acuerdo con un aspecto adicional, la descripción también se refiere a una composición inmunogénica de 1 ml, 
que comprende antígeno de PCV-2 según se describe en esta memoria, para reducir o disminuir la linfoadenopatía, 
en combinación con uno o una multiplicidad de los siguientes síntomas en cerdos: (1) neumonía intersticial con 
edema interlobular, (2) palidez cutánea o íctero, (3) hígados atróficos moteados, (4) úlceras gástricas, (5) nefritis y 
(6) trastornos de la repoducción, p. ej.  aborto, mortalidad perinatal, momificación de fetos.  25 

También se describe que al menos una administración adicional de al menos una dosis de la composición 
inmunogénica según se describe arriba se da a un sujeto que lo necesita, en donde la segunda o cualquier 
administración adicional se da al menos 14 días más tarde de la administración inicial o de cualesquiera 
administraciones anteriores. Preferiblemente, la composición inmunogénica se administra con un estimulante 
inmune. Preferiblemente, dicho estiimulante inmune se da al menos dos veces. Preferiblemente, hay un espacio de 30 
tiempo de al menos 3 días, más preferiblemente al menos 5 días, incluso más preferiblemente al menos 7 días 
entre las primera y segunda administraciones y entre la segunda o cualquier administración adicional del 
estimulante inmune. Preferiblemente, el estimulante inmune se da al menos 10 días, preferiblemente 15 días, 
incluso más preferiblemente 20, incluso más preferiblemente 22 días más tarde de la administración inicial de la 
composición inmunogénica proporcionada en esta memoria. Un estimulante inmune preferido es, por ejemplo, 35 
hemocianina de lapa bocallave (KLH - siglas en inglés), preferiblemente emulsionado con adyuvante de Freund 
incompleto (KLH/ICFA). Sin embargo, se entiende con la presente que también se puede usar cualquier otro 
estimulante inmune conocido por una persona experta en la técnica. La expresión “estimulante inmune”, tal como se 
utiliza en esta memoria, significa cualquier agente o composición que puede disparar la respuesta inmune, 
preferiblemente sin iniciar ni aumentar una respuesta inmune específica, por ejemplo la respuesta inmune contra un 40 
patógeno específico. Se instruye, además, administrar el estimulante inmune en una dosis adecuada. 

Además, sorprendentemente, se ha encontrado que el potencial inmunogénico de las composiciones 
inmunogénicas descritas en esta memoria, preferiblemente las que comprenden proteína ORF2 de PCV2 
expresada en baculovirus recombinante, incluso más preferiblemente en combinación con Carbopol, se puede 
confirmar adicionalmente mediante la administración de la vacuna IngelVac PRRS MLV (véase el Ejemplo 5). Los 45 
síntomas clínicos de PCV2 y las manifestaciones de la enfermedad se magnifican grandemente cuando está 
presente una infección por PRRS. Sin embargo, las composiciones inmunogénicas y las estrategias de vacunación, 
tal como se proporcionan con la presente, redujeron este efecto grandemente, y en mayor medida de lo esperado. 
En otras palabras, se observó un efecto sinérgico inesperado cuando animales, preferiblememnte cochinillos, 
fueron tratados con cualquiera de las composiciones inmunogénicas de ORF2 de PCV2, según se proporcionan 50 
con la presente, y la vacuna Ingelvac PRRS MLV (Boehringer Ingelheim). 

Breve descripción de los dibujos 

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

las Figs. 2a y 2b son, cada una, un diagrama de flujo esquemático de cómo producir una composición de acuerdo 55 
con la presente invención.  

Descripción detallada de las realizaciones preferid as 

Los siguientes ejemplos recogen materiales y procedimientos preferidos de acuerdo con la presente invención. 
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Aunque se puede utilizar en la práctica o someter a ensayo en la presente invención cualesquiera métodos y 
materiales similares o equivalentes a los descritos en esta memoria, los métodos, los dispositivos y los materiales 
preferidos se describen a continuación. Ha de entenderse, sin embargo, que estos ejemplos se proporcionan a 
modo de ilustración solamente, y nada en ellos debe considerarse una limitación tras el alcance global de la 
invención.  5 

Ejemplo 1  

Este ejemplo compara los rendimientos relativos de ORF2 utilizando métodos de la presente invención en esta 
memoria con métodos que son conocidos en la técnica anterior. Cuatro matraces de centrifugación de 1000 mL se 
sembraron cada uno con aproximadamente 1,0 x 106 células Sf+/ml en 300 mL de medios exentos de suero de 
insectos, Excell 420 (JRH Biosciences, Inc., Lenexa, KS). El cultivo celular patrón se identifica como SF+ 10 
(Spodoptera frugiperda) Master Cell Stock, pasaje 19, Lote nº N112-095W. Las células utilizadas para generar el 
SF+ Master Cell Stock se obtuvieron de Protein Sciences Corporation, Inc., Meriden, CT. La línea de células SF+ 
para este ejemplo fue confinada entre los pasajes 19 y 59. Otros pasajes funcionarán para los fines de la presente 
invención, pero con el fin de aumentar la escala del procedimiento para una producción a gran escala, serán 
necesarios, probablemente, al menos 19 pasajes, y pasajes más allá de 59 pueden tener un efecto sobre la 15 
expresión, aunque esto no se investigó. Con mayor detalle, los cultivos iniciales de células SF+ procedentes de 
almacenamiento en nitrógeno líquido se hicieron crecer en medio Excell 420 en suspensión en matraces de 
centrifugación estériles con constante agitación. Los cultivos se hicieron crecer en matraces de centrifugación de 
100 mL a 250 mL con 25 a 150 mL de medio exento de suero Excell 420. Cuando las células se habían multiplicado 
hasta una densidad de células de 1,0 - 8,0 x 106 células/mL, éstas se dividieron en nuevos recipientes con una 20 
densidad de siembra de 0,5 - 1,5 x 106 células/mL. Los cultivos por expansión subsiguientes se hicieron crecer en 
matraces de centrifugación de hasta 36 litros de capacidad o en biorreactores de acero inoxidable de hasta 300 
litros durante un periodo de 2-7 días a 25 - 29°C.  

Después de la siembra, los matraces se incubaron a 27°C durante cuatro horas. Subsiguientemente, cada uno de 
los matraces se sembró con un baculovirus recombinante que contenía el gen ORF2 de PCV2 (SEQ ID NO: 4). El 25 
baculovirus recombinante que contenía el gen ORF2 de PCV2 se generó como sigue: el gen ORF2 de PCV2 
procedente de una cepa de Norte América de PCV2 se amplificó por PCR para que contuviera una secuencia 5' 
Kozak (SEQ ID NO: 1) y un sitio 3' EcoR1 (SEQ ID NO: 2), clonado en el vector pGEM-T-Easy (Promega, Madison, 
WI). Luego se escindió subsiguientemente y se subclonó en el vector de transferencia pVL1392 (BD Biosciences 
Pharmingen, San Diego, CA). La porción subclonada se representa en esta memoria como SEQ ID NO: 7. El 30 
plásmido pVL1392 que contenía el gen ORF2 de PCV2 se designó N47-064Y y luego se co-transfectó con ADN de 
baculovirus BaculoGold® (BD Biosciences Pharmingen) en células de insecto Sf+ (Protein Sciences, Meriden, CT) 
para generar el baculovirus recombinante que contenía el gen ORF2 de PCV2. La nueva construcción se 
proporciona en esta memoria como SEQ ID NO: 8. El baculovirus recombinante que contenía el gen ORF2 de 
PCV2 se purificó en placa y el virus de la Cepa Madre (Master Seed Virus - MSV) se propagó en la línea de células 35 
SF+, se tomaron partes alícuotas y se almacenó a -70ºC. El MSV se identificó positivamente como baculovirus 
ORF2 de PCV2 mediante PCR-RFLP utilizando cebadores específicos de baculovirus. Las células de insectos se 
infestaron con baculovirus ORF2 de PCV2 para generar MSV o virus de la Cepa de Trabajo (Working Seed Virus) 
expresan antígeno ORF2 de PCV2, según se detecta por suero policlonal o anticuerpos monoclonales en un 
ensayo de anticuerpos fluorescentes indirecto. Adicionalmente, la identidad del baculovirus ORF2 de PCV2 fue 40 
confirmada por la secuenciación de aminoácidos N-terminal. El baculovirus ORF2 de PCV2 MSV también se 
sometió a ensayo en cuanto a la pureza de acuerdo con 9 C.F.R. 113.27 (c), 113.28 y 113.55. Cada baculovirus 
recombinante sembrado en los matraces de centrifugación tenía multiplicidades de infección (MOIs) variables. El 
matraz 1 fue sembrado con 7,52 mL de siembra 0,088 MOI; el matraz 2 fue sembrado con 3,01 mL de siembra 0,36 
MOI; el matraz 3 fue sembrado con 1,5 mL de siembra 0,18 MOI; y el matraz 4 fue sembrado con 0,75 mL de 45 
siembra 0,09 MOI. Un diagrama de flujo esquemático que ilustra las etapas básicas utilizadas para construir un 
baculovirus recombinante ORF2 de PCV2 se proporciona en esta memoria como Figura 1.  

Después de ser sembrados con el baculovirus, los matraces se incubaron luego a 27 ± 2°C durante 7 días y se 
agitaron también a 100 rpm durante ese tiempo. Los matraces utilizaban tapones ventilados para permitir el flujo de 
aire. De cada uno de los matraces se tomaron muestras cada 24 horas durante los siguientes 7 días. Después de la 50 
extracción, cada una de las muestras se centrifugó y tanto el sedimento como el sobrenadante se separaron y luego 
se microfiltraron a través de una membrana con un tamaño de poros de 0,45-1,0 µm.  

Las muestras resultantes tenían la cantidad de ORF2 presente en ellas, cuantificada a través de un ensayo ELISA. 
El ensayo ELISA se efectuó con anticuerpo de captura Pab IgG Prot. G anti-PCV2 porcino purificado (diluido a 
razón de 1:250 en PBS), diluido a razón de 1:6000 en tampón carbonato 0,05 M (pH 9,6). 100 µL del anticuerpo se 55 
dispusieron luego en los pocillos de la placa de microtitulación, se sellaron e incubaron durante una noche a 37°C. 
La placa se lavó después tres veces con una solución de lavado que comprendía 0,5 mL de Tween 20 (Sigma, St. 
Louis, MO), 100 mL de 10X D-PBS (Gibco Invitrogen, Carlsbad, CA) y 899,5 mL de agua destilada. 
Subsiguientemente, se añadieron a cada uno de los pocillos 250 µL de una solución de bloqueo (5 g de leche en 
polvo no grasa Carnation (Nestle, Glendale, CA) en 10 mL de D-PBS QS hasta 100 mL con agua destilada). La 60 
etapa siguiente era lavar la placa de ensayo y luego añadir antígeno pre-diluido. El antígeno pre-diluido se produjo 
añadiendo 200 µL de solución diluyente (0,5 mL de Tween 20 en 999,5 mL de D-PBS) a cada uno de los pocillos en 
una placa de dilución. La muestra se diluyó luego a una relación de 1:240 y a una relación de 1:480, y 100 µL de 
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cada una de estas muestra diluidas se añadieron después a uno de los pocillos superiores en la placa de dilución 
(es decir, un pocillo superior recibió 100 µL de la dilución de 1:240 y el otro recibió 100 µL de la dilución de 1:480). 
Después se hicieron diluciones en serie para el resto de la placa separando 100 µL de cada uno de los pocillos 
sucesivos y transfiriéndolos al pocillo siguiente de la placa. Cada pocillo se mezcló antes de realizar la siguiente 
transferencia. El lavado de la placa de ensayo incluía el lavado de la placa durante tres veces con el tampón de 5 
lavado. La placa se selló después y se incubó durante una hora a 37°C antes de lavarla tres veces más con el 
tampón de lavado. El anticuerpo de detección utilizado era anticuerpo monoclonal contra ORF2 de PCV. Se diluyó a 
razón de 1:300 en solución diluyente y después se añadieron a los pocillos 100 µL del anticuerpo de detección 
diluido. La placa se selló después y se incubó durante una hora a 37°C antes de lavarla tres veces con el tampón 
de lavado. Luego se preparó diluyente conjugado añadiendo suero normal de conejo (Jackson Immunoresearch, 10 
West Grove, PA) a la solución diluyente hasta una concentración del 1%. Anticuerpo conjugado anti-ratón de cabra 
(H+l)-HRP (Jackson Immunoresearch) se diluyó en el diluyente de conjugado hasta 1:10.000. 100 µL del anticuerpo 
conjugado diluido se añadieron entonces a cada uno de los pocillos. La placa se selló después y se incubó durante 
45 minutos a 37°C antes de lavarla tres veces con el tampón de lavado. 100 µL de sustrato (Sustrato TMB 
Peroxidasa, Kirkgaard and Perry Laboratories (KPL), Gaithersberg, MD), mezclados con un volumen igual de 15 
Sustrato Peroxidasa B (KPL) se añadieron a cada uno de los pocillos. La placa se incubó a temperatura ambiente 
durante 15 minutos. 100 µL de solución de HCl 1 N se añadieron luego a todos los pocillos para detener la reacción. 
La placa se hizo pasar luego a través de un lector ELISA. Los resultados de este ensayo se proporcionan en la 
Tabla 1 que figura a continuación:  

Tabla 1 20 

Día Matraz ORF2 en el sedimento (µg) ORF2 en el sobrenadante (µg) 

3 1 47,53 12 

3 2 57,46 22 

3 3 53,44 14 

3 4 58,64 12 

4 1 43,01 44 

4 2 65,61 62 

4 3 70,56 32 

4 4 64,97 24 

5 1 31,74 100 

5 2 34,93 142 

5 3 47,84 90 

5 4 55,14 86 

6 1 14,7 158 

6 2 18,13 182 

6 3 34,78 140 

6 4 36,88 146 

7 1 6,54 176 

7 2 12,09 190 

7 3 15,84 158 

7 4 15,19 152 

 

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

Ejemplo 2 

Este ejemplo proporciona datos en cuanto a la eficacia de la invención reivindicada en esta memoria. Un matraz de 5 
centrifugación de 1000 mL se sembró con aproximadamente 1,0x106 células Sf+/ml en 300 mL de medio Excell 420. 
El matraz se incubó luego a 27°C y se agitó a 100 rpm. Subsiguientemente, el matraz se sembró con 10 mL de 
siembra de virus ORF2 de PCV2/Bac p+6 (el baculovirus recombinante que contiene el gen ORF2 de PCV2 ORF2 
pasó 6 veces adicionales en las células de insectos Sf9) con 0,1 MOI después de 24 horas de incubación.  

El matraz se incubó después a 27°C durante un total de 6 días. Después de la incubación, el matraz se centrifugó 10 
después y se recogieron e inactivaron tres muestras del sobrenadante resultante. El sobrenadante se inactivó 
haciendo que su temperatura alcanzara 37 ± 2°C. A la primera muestra, una solución 0,4 M de hidrobromuro de 2-
bromoetilenamina que había sido ciclada a etilenimina binaria (EBI) 0,2 M en NaOH 0,3 N se añadió al 
sobrenadante para dar una concentración final de BEI de 5 mM. A la segunda muestra, BEI 10 mM se añadió al 
sobrenadante. A la tercera muestra no se añadió BEI al sobrenadante. Las muestras se agitaron luego 15 
continuamente durante 48 h. Se añadió una solución de tiosulfato de sodio 1,0 M para dar una concentración 
mínima final de 5 mM para neutralizar toda BEI residual. La cantidad de ORF2 en cada muestra se cuantificó 
después utilizando el mismo proceso de ensayo ELISA que el descrito en el Ejemplo 1. Los resultados de este 
ensayo se pueden ver en la Tabla 2 que figura a continuación:     

Tabla 2 20 

Muestra ORF2 en el sobrenadante (µg) 

1 78,71 

2 68,75 

3 83,33 

 

Este ejemplo demuestra que la neutralización con BEI no separa ni degrada cantidades importantes del producto 
proteína ORF2 de PCV2 recombinante. Esto se evidencia por el hecho de que no hay una gran pérdida de ORF2 en 
el sobrenadante procedente de la BEI o temperaturas elevadas. Los expertos en la técnica reconocerán que el 
ORF2 recuperado es un producto proteínico estable.  25 

Ejemplo 3 

Este ejemplo demuestra que la presente invención puede ser realizada a escala desde una producción a pequeña 
escala de ORF2 de PCV2 recombinante a una producción a gran escala de ORF2 de PCV2 recombinante. 5,0 x 105 
células/ml de células SF+ /ml en 7000 mL de medio ExCell 420 se sembraron en un Biorreactor Applikon de 20000 
mL. Los medios y las células se incubaron luego a 27°C y se agitaron a 100 RPM durante las siguientes 68 horas. A 30 
la 68ª hora, 41,3 mL de Baculovirus MSV+3 ORF2 de PCV2 se añadieron a 7000 mL de medio ExCell 420. La 
mezcla resultante se añadió luego al biorreactor. Durante los siguientes siete días, la mezcla se incubó a 27°C y se 
agitó a 100 RPM. Muestras procedentes del biorreactor se extrajeron cada 24 horas, comenzando el día 4, post-
infección, y cada muestra se centrifugó. Los sobrenadantes de las muestras se conservaron y la cantidad de ORF2 
se cuantificó luego utilizando una densitometría por SDS-PAGE. Los resultados de esto se pueden ver en la Tabla 3 35 
que figura a continuación: 

Tabla 3 

Día después de la infección: ORF2 en el sobrenadante (µg/mL) 

4 29,33 

5 41,33 

6 31,33 

7 60,67 

 

Ejemplo 4 

Este ejemplo somete a ensayo la eficacia de siete vacunas candidatas de PCV2 y define, además, parámetros de 40 
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eficacia después de la exposición a una cepa virulenta de PCV2. Ciento ocho (108) cochinillos desprovistos de 
calostro derivado de la cesárea (CDCD - siglas en inglés), de 9-14 días de edad, se dividieron al azar en 9 grupos 
de igual tamaño. La Tabla 4 recoge el Diseño de Estudio General para este Ejemplo.  

Tabla 4.  Diseño de Estudio General 

Grupo Nº de 
Cerdos 

Tratamiento Día de 
Tratamiento 

KLH/ICFA 
el Día 21 y 
el Día 27 

Enfrentados con 
PCV2 Virulento 

el Día 24 

Necropsia el 
Día 49 

1 12 Vacuna de PCV2 nº 1 - 
(vORF2 16 µg) 

0 + + + 

2 12 Vacuna de PCV2 nº 2 - 
(vORF2 8 µg) 

0 + + + 

3 12 Vacuna de PCV2 nº 3 - 
(vORF2 4 µg) 

0 + + + 

4 12 Vacuna de PCV2 nº 4 - 
(rORF2 16 µg) 

0 + + + 

5 12 Vacuna de PCV2 nº 5 - 
(rORF2 8 µg) 

0 + + + 

6 12 Vacuna de PCV2 nº 6 - 
(rORF2 4 µg) 

0 + + + 

7 12 Vacuna de PCV2 Nº 7 - 
(mató virus de células 

completos) 

0 + + + 

8 12 Ninguno - Controles de 
Provocación 

N/A + + + 

9 12 Ninguno - Grupo 
Control Negativo 

Estricto 

N/A + - + 

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

 5 

Siete de los grupos (Grupos 1 - 7) recibieron dosis de polipéptido ORF2 de PCV2, uno de los grupos actuó como 
control de provocación y no recibió ORF2 de PCV2 y otro grupo actuó como el grupo control negativo estricto y 
tampoco recibió ORF2 de PCV2. El Día 0, los Grupos 1 a 7 fueron tratados con vacunas asignadas. A los 
cochinillos del Grupo 7 se les dio un tratamiento de refuerzo el Día 14. Los cochinillos fueron observados en cuanto 
a sucesos adversos y las reacciones del sitio de inyección después de la vacunación, y el Día 19, los cochinillos se 10 
trasladaron al segundo sitio de estudio. En el segundo sitio de estudio, los Grupos 1-8 fueron alojados en grupo en 
un edificio, mientras que el Grupo 9 fue alojado en un edificio separado. Todos los cerdos recibieron hemocianina 
de lapa bocallave (KLH)/adyuvante incompleto de Freund (ICFA - siglas en inglés) los Días 21 y 27 y el Día 24, a los 
Grupos 1-8 se les enfrentó con un PCV2 virulento.  

Antes y después de la provocación se tomaron muestras de sangre para la serología del PCV2. Después de la 15 
provocación se recogieron datos del peso corporal para la determinación de la ganancia de peso media diaria 
(ADWG - siglas en inglés) y los síntomas clínicos, así como muestras de torunda nasal para determinar la secreción 
nasal de PCV2. El Día 49, se practicó necropsia a todos los cerdos supervivientes, se anotaron los pulmones en 
cuanto a lesiones, y los tejidos seleccionados se conservaron en formalina para el ensayo de Inmunohistoquímica 
(IHC - siglas en inglés) para una fecha posterior.  20 

Materiales y Métodos: 

Este era un estudio de capacidad de provocación frente a la vacunación parcialmente ciego realizado en cerdos 
CDCD, de 9 a 14 días de edad el Día 0. Para ser incluidos en el estudio, los títulos IFA de PCV2 de cerdas eran ≤ 
1:1000. Adicionalmente, el estado serológico de cerdas procedía de una piara PRRS-negativa conocida. Se sometió 
a ensayo a ventiocho (28) cerdas en cuanto al estado serológico de PCV2.  Catorce (14) cerdas tenían un título de 25 
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PCV2 de ≤ 1000 y fueron transferidas al primer sitio de estudio. Ciento diez (110) cochinillos fueron proporcionados 
mediante cirugía por sección cesárea y estaban disponibles para este estudio el Día -4. El Día -3 se pesaron 108 
cerdos CDCD en el primer sitio de estudio, se identificaron con etiquetas de oreja, se bloquearon por el peso y se 
asignaron al azar a 1 de 9 grupos, según se recoge antes en la tabla 4. Si cualquier animal de ensayo que cumplía 
los criterios de inclusión fue enrolado en el estudio y posteriormente fue excluido por cualquier motivo, el 5 
Investigador y Monitor consultó con el fin de determinar el uso de datos recogidos del animal en el análisis final. Se 
documentó la fecha en la que se excluyó a los cerdos enrolados y el motivo de la exclusión. Inicialmente no se 
excluyó a ninguna cerda. Un total de 108 de 110 cerdos disponibles fue asignado a uno de 9 grupos el Día -3. Los 
dos cerdos más pequeños (nºs 17 y 19) no fueron asignados a un grupo y estaban disponibles como extras, en 
caso necesario. Durante el transcurso del estudio, se retiró a varios animales. Cada uno de Cerdo nº 82 (Grupo 9) 10 
el Día -1, Cerdo nº 56 (Grupo 6) el Día 3, Cerdo nº 53 (Grupo 9) el Día 4, Cerdo nº 28 (Grupo 8) el Día 8, Cerdo nº 
69 (Grupo 8) el Día 7 y Cerdo nº 93 (Grupo 4) el Día 9, fue encontrado muerto antes de la provocación. Estos seis 
cerdos no fueron incluidos en los resultados del estudio final. El cerdo nº 17 (uno de los cerdos extra) fue asignado 
al Grupo 9. El restante cerdo nº 19 extra fue excluido del estudio.  

Las formulaciones dadas a cada uno de los grupos eran como sigue: el Grupo 1 fue diseñado para administrar 1 ml 15 
de ORF2 viral (vORF2) que contenía 16 µg de ORF2/ml. Esto se hizo mezclando 10,24 ml de ORF2 viral (256 µg/25 
µg/ml = 10,24 ml de vORF2) con 3,2 ml de Carbopol al 0,5% y 2,56 ml de solución salina tamponada con fosfato a 
un pH de 7,4. Esto produjo 16 ml de formulación para el grupo 1. El Grupo 2 fue diseñado para administrar 1 ml de 
vORF2 que contenía 8 µg de vORF2/ml. Esto se hizo mezclando 5,12 ml de vORF2 (128 µg/25 µg/ml = 5,12 ml de 
vORF2) con 3,2 ml de Carbopol al 0,5% y 7,68 ml de solución salina tamponada con fosfato a un pH de 7,4. Esto 20 
produjo 16 ml de formulación para el grupo 2. El Grupo 3 fue diseñado para administrar 1 ml de vORF2 que 
contenía 4 µg de vORF2/ml. Esto se hizo mezclando 2,56 ml de vORF2 (64 µg/25 µg/ml = 2,56 ml de vORF2) con 
3,2 ml de Carbopol al 0,5% y 10,24 ml de solución salina tamponada con fosfato a un pH de 7,4. Esto produjo 16 ml 
de formulación para el grupo 3. El Grupo 4 fue diseñado para administrar 1 ml de ORF2 recombinante (rORF2) que 
contenía 16 µg de rORF2/ml. Esto se hizo mezclando 2,23 ml de rORF2  (512 µg/230 µg/ml = 2,23 ml de rORF2) 25 
con 6,4 ml de Carbopol al 0,5% y 23,37 ml de solución salina tamponada con fosfato a un pH de 7,4. Esto produjo 
32 ml de formulación para el grupo 4. El Grupo 5 fue diseñado para administrar 1 ml de rORF2 que contenía 8 µg 
de rORF2/ml. Esto se hizo mezclando 1,11 ml de rORF2 (256 µg/230 µg/ml = 1,11 ml de rORF2) con 6,4 ml de 
Carbopol al 0,5% y 24,49 ml de solución salina tamponada con fosfato a un pH de 7,4. Esto produjo 32 ml de 
formulación para el grupo 5. El Grupo 6 fue diseñado para administrar 1 ml de rORF2 que contenía 8 µg de 30 
rORF2/ml. Esto se hizo mezclando 0,56 ml de rORF2 (128 µg/230 µg/ml = 0,56 ml de rORF2) con 6,4 ml de 
Carbopol al 0,5% y 25,04 ml de solución salina tamponada con fosfato a un pH de 7,4. Esto produjo 32 ml de 
formulación para el grupo 6. El Grupo 7 fue diseñado para administrar 2 ml de vacuna de células enteras muertas 
contra PCV2 (PCV2 KV - siglas en inglés) que contenían la MAX PCV2 KV. Esto se hizo mezclando 56 ml de PCV2 
KV con 14 ml de Carbopol al 0,5%. Esto produjo 70 ml de formulación para el grupo 7. Finalmente, el grupo 8 fue 35 
diseñado para administrar KLH a razón de 0,5 µg/ml ó 1,0 µg/ml por cada 2 ml de dosis. Esto se hizo mezclando 
40,71 ml de KLH (7,0 µg de proteína/ml a 0,5 µg/ml = 570 ml (7,0 µg/ml)(x) = (0,5)(570 ml)), 244,29 ml de solución 
salina tamponada con fosfato a un pH de 7,4, y 285 ml de adyuvante de Freund. La Tabla 5 describe los intervalos 
de tiempo para las actividades clave de este Ejemplo.  

Tabla 5.  Actividades de Estudio 40 

Día de Estudio Actividad de Estudio 

-4, 0 a 49 Observaciones generales para la salud global y síntomas clínicos 

-3 Pesado; distribuidos al azar en grupos; muestras de sangre tomadas de todos los cerdos 

0 Examen de salud; administrados IVP Nºs 1-7 a los Grupos 1-7,  respectivamente 

0-7 Cerdos observados en cuanto a reacciones en los sitios de inyección 

14 Grupo 7 reforzado con Vacuna nº 7 contra PCV2; muestras de sangre de todos los cerdos 

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

16-19 Tratados todos los cerdos con antibióticos (falta de datos) 

19 Cerdos transportados desde el primer sitio de ensayo a un segundo sitio de ensayo 

21 Grupos 1-9 tratados con KLH/ICFA 

24 Muestras de sangre y de torunda nasal recogidas procedentes de todos los cerdos; pesados 
todos los cerdos; Grupos 1-8 enfrentados con material de provocación de PCV2 
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25, 27, 29, 31, 
33, 35, 37, 39, 
41, 43, 45 47 

Muestras de torunda nasal recogidas procedentes de todos los cerdos 

27 Grupos 1-9 tratados con KLH/ICFA 

31 Muestras de sangre tomadas de todos los cerdos 

49 Muestras de sangre y de torunda nasal recogidas procedentes de todos los cerdos; pesados 
todos los cerdos; necropsia de todos los cerdos; lesiones burdas señaladas con énfasis 
localizadas en íctero y úlceras gástricas; pulmones evaluados en cuanto a lesiones; guardadas 
muestras de tejido recientes y fijadas con formalina; completada la fase viva del estudio 

 

Después de completarse la fase en vivo del estudio, tejidos fijados con formalina fueron examinados por 
inmunohistoquímica (IHC) para la detección de antígeno de PCV2 por parte de un patólogo, las muestras de sangre 
se evaluaron en cuanto a la serología de PCV2, las muestras de torunda nasal fueron evaluadas en cuanto a  la 
secreción de PCV2, y la ganancia de peso media diaria (ADWG) fue determinada desde el Día 24 al Día 49.  5 

Los animales fueron alojados en el primer sitio de estudio en jaulas individuales en cinco recintos desde el 
nacimiento hasta aproximadamente 11 días de edad (aproximadamente el Día 0 del estudio). Cada recinto era 
idéntico en su distribución y consistía en jaulas de acero inoxidable individuales apiladas, siendo suministrado aire 
calentado y filtrado por separado a cada una de las unidades de aislamiento. Cada recinto disponía de calor y 
ventilación separados, proporcionando con ello una contaminación cruzada de aire entre los recintos. Los animales 10 
fueron alojados en dos edificios diferentes en el segundo sitio de estudio. El Grupo 9 (el grupo control estricto 
negativo) fue alojado por separado en un edificio de acabado convertido y los Grupos 1-8 fueron alojados en un 
edificio de crianza convertido. Cada grupo fue alojado en un redil separado (11-12 cerdos por redil) y cada redil 
proporcionaba aproximadamente 1 metro cuadrado por cerdo. Cada redil se encontraba sobre una cubierta elevada 
con pisos de lamas de plástico. Un foso debajo de los rediles servía como depósito de excrementos y desechos. 15 
Cada edificio tenía sus sistemas calefactores y de ventilación separados, con escasa probabilidad de 
contaminación cruzada de aire entre los edificios. 

En el primer sitio de estudio, los cochinillos fueron alimentados con una ración de leche especialmente formulada 
desde el nacimiento hasta aproximadamente 3 semanas de edad. Todos los cochinillos consumían una ración 
sólida, especial mezclada el Día 19 (aproximadamente 4 ½ semanas de edad). En el segundo sitio de estudio, se 20 
alimentó a todos los cerdos con una ración mixta comercial habitual, no medicada, en cuanto a su edad y peso, ad 
libitum. También se disponía ad libitum de agua en los dos sitios de estudio.  

Todos los cerdos de ensayo fueron tratados con vitamina E el Día -2, con inyecciones de hierro el Día -1 y con 
NAXCEL® (1,0 mL, IM, en jamones alternantes) los Días 16, 17, 18 y 19. Además, el Cerdo nº 52 (Grupo 9) fue 
tratado con una inyección de hierro el Día 3, el Cerdo 45 (Grupo 6) fue tratado con una inyección de hierro el Día 25 
11, el Cerdo nº 69 (Grupo 8) fue tratado con NAXCEL® el Día 6, el Cerdo nº 74 (Grupo 3) fue tratado con 
dexametazona y penicilina el Día 14, y el Cerdo nº 51 (Grupo 1) fue tratado con dexametazona y penicilina el Día 13 
y con NAXCEL® el Día 14 por diversos motivos de salud.  

Mientras se encontraban en los dos sitios de estudio, los cerdos se encontraban bajo cuidado veterinario. 
Exámenes de la salud de los animales se realizaron el Día 0 y se registraron en el Formulario de Registro del 30 
Examen de Salud. Todos los animales gozaba de buen estado de salud y nutricional antes de la vacunación, según 
se determina por observación el Día 0. Se observó que todos los animales de ensayo gozaban de buen estado de 
salud y nutricional antes de la provocación. Las carcasas y los tejidos fueron desechados mediante vertido. La 
disposición final de los animales de estudio fue registrada en el Registro de Disposición Animal (Animal Disposition 
Record).  35 

El Día 0, los cerdos asignados a los Grupos 1-6, recibieron 1,0 mL de vacunas 1-6 contra PCV2, respectivamente, 
IM en la zona izquierda del cuello utilizando una jeringa Luer-lock estéril de 3,0 mL y una aguja estéril de 20g x ½". 
Los cerdos asignados al Grupo 7 recibieron 2,0 mL de vacuna nº 7 de PCV2, IM en la zona izquierda del cuello 
utilizando una jeringa Luer-lock estéril de 3,0 mL y una aguja estéril de 20g x ½". El Día 14, los cerdos asignados al 
Grupo 7 recibieron 2,0 mL de vacuna nº 7 de PCV2, IM en la zona izquierda del cuello utilizando una jeringa Luer-40 
lock estéril de 3,0 mL y una aguja estéril de 20g x ½". 

El Día 21 todos los cerdos de ensayo recibieron 2,0 mL de KLH/ICFA IM en la zona del jamón derecho utilizando 
una jeringa Luer-lock estéril de 3,0 mL y una aguja estéril de 20g x1". El Día 27 todos los cerdos de ensayo 
recibieron 2,0 mL de KLH/ICFA IM en la zona del jamón izquierdo utilizando una jeringa Luer-lock estéril de 3,0 mL 
y una aguja estéril de 20g x1".  45 

El Día 24, los cerdos asignados a los Grupos 1-8 recibieron 1,0 mL de material de provocación ISUVDL de PCV2 
(5,11 log10 TCID50/mL), IM en la zona izquierda del cuello utilizando una jeringa Luer-lock estéril de 3,0 mL y una 

E06850366
24-05-2017ES 2 625 903 T3

 



18 

aguja estéril de 20g x 1". Se administró 1,0 mL adicional del mismo material, IN a cada cerdo (0,5 mL por fosa 
nasal) utilizando una jeringa Luer-lock estéril de 3,0 mL y una cánula nasal.  

Los cerdos de ensayo fueron observados diariamente en cuanto a la salud general y sucesos adversos el Día -4 y 
desde el Día 0 al Día 19.  Las observaciones se registraron en el Registro de Observación Clínica. Todos los cerdos 
de ensayo fueron observados desde el Día 0 hasta el Día 7, y el Grupo 7 fue observado adicionalmente desde el 5 
Día 14 hasta el 21, en cuanto a las reacciones del sitio de inyección. La ganancia de peso media diaria se 
determinó pesando a cada cerdo sobre una escala calibrada los Días -3, 24 y 49, o el día en que se encontró 
muerto a un cerdo después de la provocación. Los pesos corporales se registraron en el Formulario de Peso 
Corporal. Los pesos corporales del Día -3 se utilizaron para bloquear a los cerdos antes del reparto aleatorio. Los 
datos de peso del Día 24 y del Día 49 se utilizaron para determinar la ganancia de peso media diaria (ADWG) para 10 
cada cerdo durante estos momentos. Para los cerdos que murieron después de la provocación y antes del Día 49, 
la ADWG se ajustó para representar la ADWG desde el Día 24 hasta el día de su muerte.  

Con el fin de determinar la serología de PCV2, sangre entera venosa se recogió de cada cochinillo del seno venoso 
orbital los Días -3 y 14. Para cada cochinillo, la sangre se tomó del seno venoso orbital insertando un tubo capilar 
estéril en el canto medial de uno de los ojos y drenando aproximadamente 3,0 mL de sangre entera en un Tubo 15 
Separador de Suero (SST - siglas en inglés) de 4,0 mL. Los Días 24, 31 y 49 se tomó sangre entera venosa de 
cada cerdo de la vena cava anterior utilizando una aguja estéril 18g x 1 ½" Vacutainer (Becton Dickinson and 
Company, Franklin Lakes, Nueva Jersey), un soporte de aguja Vacutainer y un SST de 13 mL. Las tomas de sangre 
en cada instante se registraron en el Registro de Toma de Muestras. Se dejó que se coagulara la sangre en cada 
SST, cada SST fue centrifugado y se recolectó el suero. El suero recolectado fue transferido a un tubo con tapón de 20 
cierre rápido estéril y se almacenó a -70 ± 10° C hasta que se sometió a ensayo con posterioridad. Las muestras de 
suero fueron sometidas a ensayo en cuanto a la presencia de anticuerpos de PCV2 por parte del personal de BIVI-
R&D.  

Los cerdos fueron observados una vez al día desde el Día 20 al Día 49 en cuanto a síntomas clínicos y las 
observaciones clínicas se registraron en el Registro de Observación Clínica. 25 

Con el fin de someter a ensayo la secreción nasal de PCV2, los Días 24, 25, y después cada otro día de estudio 
impar haste e incluido el Día 49, se insertó una torunada estéril de dacron por vía intranasal en la fosa nasal 
izquierda o derecha de cada uno de los cerdos (una torunda por cerdo) de la forma más aséptica posible, se 
sacudió después de unos pocos segundos y luego se retiró. Cada torunda se dispuso luego en un tubo con tapón 
de cierre rápido estéril sencillo que contenía 1,0 mL de medio EMEM con IFBS al 2%, 500 unidades/mL de 30 
penicilina, 500 µg/mL de estreptomicina y 2,5 µg/mL de Fungizona. La torunda se partió en el tubo, y el tubo con 
tapón de cierre rápido se cerró herméticamente y se marcó apropiadamente con un número de animal, número de 
estudio, fecha de recogida, día de estudio y "torunda nasal". Los tubos con tapón de cierre rápido cerrados 
herméticamente se almacenaron a -40 ± 10° C hasta su transporte durante una noche en hielo a BIVI-St. Joseph. 
Las recogidas de torundas nasales se registraron en el Formulario de Recogida de Muestras de Torundas Nasales. 35 
BIVI-R&D realizó un ensayo de aislamiento de virus (VI - siglas en inglés) cuantitativo en cuanto a PCV2 en 
muestras de torundas nasales. Los resultados se expresaron en valores log10. Un valor de 1,3 logs o menor fue 
considerado negativo, y cualquier valor mayor que 1,3 logs fue considerado positivo.  

Se realizó una necropsia a los cerdos que murieron (nºs 28, 52, 56, 69, 82 y 93) en el primer sitio de estudio hasta 
un nivel necesario para determinar un diagnóstico. Se registraron las lesiones burdas y no se guardó ningún tejido 40 
procedente de estos cerdos. En el segundo sitio de estudio, se realizó una necropsia a los cerdos que murieron 
antes del Día 49 (nºs 45, 23, 58, 35), a los cerdos a los que se encontró muertos el Día 49 antes de la eutanasia 
(nºs 2, 43) y a los cerdos sometidos a eutanasia el Día 49. Se anotaron cualesquiera lesiones burdas y los 
porcentajes de lóbulos pulmonares con lesiones se registraron en el Formulario de Informe de la Necropsia.  

De cada uno de los 103 cerdos a los que se realizó una necropsia en el segundo sitio de estudio, una muestra de 45 
tejido de las tonsilas, pulmones, corazón, hígado, nódulo linfático mesentérico, riñón y nódulo linfático inguinal se 
dispuso en un solo recipiente con formalina al 10% tamponada; mientras que otra muestra de tejido procedente de 
los mismos órganos antes mencionados se dispuso en un Whirl-pak (M-Tech Diagnostics Ltd., Thelwall, Reino 
Unido) y cada Whirl-pak se dispuso en hielo. Cada recipiente se etiquetó apropiadamente.  Las recogidas de 
muestras se registraron en el Formulario de Informe de la Necropsia. Después de ello, muestras de tejido fijado con 50 
formalina y el Formulario de Petición de Diagnóstico se suministraron para el ensayo de IHC. El ensayo de IHC se 
efectuó de acuerdo con procesos de laboratorio estándares ISU para muestras de recepción, preparación de 
muestras y portaobjetos y técnicas de tinción. Tejidos recientes en Whirl-paks fueron transportados con paquetes 
de hielo al Monitor del Estudio para el almacenamiento (-70° ± 10° C) y posible uso futuro. Los tejidos fijados con 
formalina fueron examinados por un patólogo en cuanto a la detección de PCV2 mediante IHC y se evaluaron 55 
utilizando el siguiente sistema de anotación: 0 = ninguno; 1 = tinción escasa positiva, pocos sitios; 2 = tinción 
moderada positiva, múltiples sitios; y 3 = abundante tinción positiva, difusa por todo el tejido. Debido al hecho de 
que el patólogo no podía diferenciar positivamente los NL inguinales de los NL mesentéricos, los resultados para 
estos tejidos fueron etiquetados símplemente como Nódulos Linfáticos y la puntuación daba la puntuación más alta 
para cada uno de los dos tejidos por animal.  60 
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Resultados 

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

Los resultados de la ganancia de peso media diaria (ADWG) se presentan a continuación en la Tabla 6. El Grupo 9, 
el grupo control estricto negativo, tenía la ADWG más alta (0,48 ± 0,09 kg/día), seguido del Grupo 5 (0,43 ± 0,10 
kg/día), que recibieron una dosis de 8 µg de rORF2.  El Grupo 3, que recibió una dosis de 4 µg de vORF2, tenía la 
ADWG más baja (0,22 ± 0,09 kg/día), seguido del Grupo 7 (0,23 ± 0,07 kg/día), que recibieron 2 dosis de vacuna 10 
matada.  

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

Grupo Tratamiento N ADWG - kg/día (Día 24 a Día 49) o ajustada para 
cerdos muertos antes del Día 29 

1 vORF2 - 16 µg (1 dosis) 12 0,39 ± 0,13 kg/día 

2 vORF2 - 8 µg (1 dosis) 12 0,32 ± 0,14 kg/día 

3 vORF2 - 4 µg (1 dosis) 12 0,22 ± 0,09 kg/día 

4 rORF2 - 16 µg (1 dosis) 11 0,38 ± 0,14 kg/día 

5 rORF2 - 8 µg (1 dosis) 12 0,43 ± 0,09 kg/día 

6 rORF2 - 4 µg (1 dosis) 11 0,33 ± 0,11 kg/día 

7 KV (2 dosis) 12 0,23 ± 0,07 kg/día 

8 Controles de Provocación 10 0,34 ± 0,09 kg/día 

9 Controles Estrictos Negativos 11 0,48 ± 0,08 kg/día 

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

 

Los resultados de la serología de PCV2 se presentan a continuación en la Tabla 7. Todos los nueve grupos eran 
seronegativos para PCV2 el Día -3. El Día 14, los Grupos que recibieron vacunas de vORF2 tenían los títulos más 15 
elevados, que oscilaban entre 187,5 y 529,2. Los cerdos que recibieron vacunas virales matadas tenían los títulos 
siguientes más altos, seguidos de los grupos que recibieron vacunas de rORF2. Los Grupos 8 y 9 permanecieron 
seronegativos en este momento. El Dia 24 y el Día 31 los cerdos que recibieron vacunas de vORF2 continuaban 
demostrando una fuerte respuesta serológica, seguida de cerca del grupo que recibía dos dosis de una vacuna viral 
matada. Los cerdos que recibían vacunas de rORF2 respondían serológicamente más lentamente y los Grupos 8 y 20 
9 continuaban siendo seronegativos. El Día 49, los cerdos que recibían vacuna de vORF2, 2 dosis de la vacuna 
viral matada y la dosis más baja de rORF2 demostraron las respuestas serológicas más fuertes. Los cerdos que 
recibieron 16 µg y 8 µg de vacunas de rORF2 tenían títulos IFA ligeramente más altos que los controles de 
provocación. El Grupo 9 el Día 49 mostró una fuerte respuesta serológica.  

Tabla 7.  Sumario del Grupo de Títulos IFA de PCV2 25 

TÍTULO IFA MEDIO 

Grupo Tratamiento Día -3 Día 14 Día 24 Día 31** Día 49*** 

1 vORF2 - 16 µg (1 dosis) 50,0 529,2 4400,0 7866,7 11054,5 

2 vORF2 - 8 µg (1 dosis) 50.0 500,0 3466,7 6800,0 10181.8 

3 vORF2 - 4 µg (1 dosis) 50,0 187,5 1133,3 5733,3 9333,3 

4 rORF2 - 16 µg (1 dosis) 50,0 95,5 1550,0 3090,9 8000,0 

5 rORF2 - 8 µg (1 dosis) 50,0 75,0 887,5 2266,7 7416,7 

E06850366
24-05-2017ES 2 625 903 T3

 



20 

6 rORF2 - 4 µg (1 dosis) 50,0 50,0 550,0 3118,2 10570,0 

7 KV (2 dosis) 50,0 204,2 3087,5 4620,8 8680,0 

8 Controles de Provocación 50,0 55,0 50,0 50,0 5433,3 

9 Controles Estrictos Negativos 50,0 59,1 59,1 54,5 6136,4 

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

*Para fines de cálculo, un título IFA ≤100 se designó como un título de “50"; un título IFA ≥ 6400 se designó como 
un título de “12.800". 

**Día de Provocación 

***Día de la Necropsia 

 

Los resultados de las observaciones clínicas post-provocación se presentan a continuación en la Tabla 8. Este 
sumario de resultados incluye observaciones del Comportamiento Anormal, Respiración Anormal, Tos y Diarrea. La 
Tabla 9 incluye los resultados del Sumario de Incidencia de los Síntomas Clínicos Globales del Grupo y la Tabla 10 
incluye los resultados del Sumario de Tasas de Mortalidad del Grupo Post-provocación. El síntoma clínico más 5 
común señalado en este estudio era el comportamiento anormal, el cual se clasificó como letargia de suave a 
grave. Los cerdos que recibían las 2 dosis más bajas de vORF2, los cerdos que recibían 16 µg de rORF2 y los 
cerdos que recibían 2 dosis de vacuna KV tenían tasas de incidencia de = 27,3%. Los cerdos que recibían 8 µg de 
rORF2 y el grupo control estricto negativo no tenían un comportamiento anormal. Ninguno de los cerdos en este 
estudio mostró respiración anormal. El acceso de tos se observó con frecuencia en todos los grupos (0 a 25%), al 10 
igual que la diarrea (0-20%). Ninguno de los síntomas clínicos señalados era patonómico para PMWS.  

La incidencia global de los síntomas clínicos varió entre grupos. Los grupos que recibían cualquiera de las vacunas 
de vORF2, el grupo que recibía 16 µg de rORF2, el grupo que recibía 2 dosis de vacuna KV y el grupo control de 
provocación tenían la incidencia más alta de síntomas clínicos globales (≥ 36,4%). El grupo control estricto 
negativo, el grupo que recibía 8 µg de rORF2 y el grupo que recibía 4 µg de rORF2 tenían tasas de incidencia 15 
globales de síntomas clínicos de 0%, 8,3% y 9,1%, respectivamente.  

También variaban las tasas de mortalidad global entre grupos. El grupo que recibía 2 dosis de vacuna de KV tenía 
la tasa de mortalidad más alta (16,7%); mientras que los grupos que recibían 4 µg de vORF2, 16 µg de rORF2 u 8 
µg de rORF2 y el grupo control estricto negativo tenían todos tasas de mortalidad del 0%.  

Tabla 8.  Sumario de Observaciones del Grupo para el Comportamiento Anormal, Respiración Anormal, Tos y 20 
Diarrea 

Grupo Tratamiento N Comporta-
miento 

Anormal1 

Comporta-
miento 

Anormal2 

Tos3 Diarrea4 

1 vORF2 - 16 µg (1 dosis) 12 2/12 (16,7% 0/12 

(0%) 

3/12 (25%) 2/12 
(16/7%) 

2 vORF2 - 8 µg (1 dosis) 12 4/12 (33,3%) 0/12 

(0%) 

1/12 (8,3% 1/12 (8,3%) 

3 vORF2 - 4 µg (1 dosis) 12 8/12 (66,7%) 0/12 

(0%) 

2/12 
(16,7%) 

1/12 (8,3%) 

4 rORF2 - 16 µg (1 dosis) 11 3/11 (27,3%) 0/11 

(0%) 

0/11 (0%) 2/11 
(18,2%) 

5 rORF2 - 8 µg (1 dosis) 12 0/12 

(0%) 

0/12 

(0%) 

1/12 (8,3%) 0/12 (0%) 
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6 rORF2 - 4 µg (1 dosis) 11 1/11 (9,1%) 0/11 

(0%) 

0/11 (0%) 0/12 (0%) 

7 KV (2 dosis) 12 7/12 

(58.3) 

0/12 

(0%) 

0/12 (0%) 1/12 (8,3%) 

8 Controles de Provocación 10 1/10 

(10%) 

0/10 

(0%) 

2/10 (20%) 2/10 (20%) 

9 Controles Estrictos Negativos 11 0/11 

(0%) 

0/11 

(0%) 

0/11 (0%) 0/11 (0%) 

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

1Número total de cerdos en cada grupo que mostró algún comportamiento anormal durante al menos un día 

2Número total de cerdos en cada grupo que mostró alguna respiración anormal durante al menos un día 

3Número total de cerdos en cada grupo que mostró tos durante al menos un día 

4Número total de cerdos en cada grupo que mostró diarrea durante al menos un día 

 

Tabla 9.  Sumario de la Incidencia Global del Grupo de Síntomas Clínicos 

Grupo Tratamiento N Incidencia de cerdos con 
Síntomas Clínicos1 

Tasa de 
Incidencia 

1 vORF2 - 16 µg (1 dosis) 12 5 41,7 % 

2 vORF2 - 8 µg (1 dosis) 12 5 41,7 % 

3 vORF2 - 4 µg (1 dosis) 12 8 66,7 % 

4 rORF2 - 16 µg (1 dosis) 11 4 36,4 % 

5 rORF2 - 8 µg (1 dosis) 12 1 8,3 % 

6 rORF2 - 4 µg (1 dosis) 11 1 9,1 % 

7 KV (2 dosis) 12 7 58,3 % 

8 Controles de Provocación 10 4 40 % 

9 Controles Estrictos Negativos 11 0 0 % 

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

1Número total de cerdos en cada grupo que mostró cualquier síntoma clínico durante al menos un día 

 

Tabla 10.  Sumario de las Tasas de Mortalidad del Grupo Post-provocación 

Grupo Tratamiento N Muertes Post-
provocación 

Tasa de Mortalidad 

1 vORF2 - 16 µg (1 dosis) 12 1 8,3 % 

2 vORF2 - 8 µg (1 dosis) 12 1 8,3 % 

3 vORF2 - 4 µg (1 dosis) 12 0 0 % 
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4 rORF2 - 16 µg (1 dosis) 11 0 0 % 

5 rORF2 - 8 µg (1 dosis) 12 0 0 % 

6 rORF2 - 4 µg (1 dosis) 11 1 9,1 % 

7 KV (2 dosis) 12 2 16,7 % 

8 Controles de Provocación 10 1 10 % 

9 Controles Estrictos Negativos 11 0 0 % 

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

 

Los resultados de la secreción nasal de PCV2 se presentan a continuación en la Tabla 11. Después de la 
provocación el Día 24, 1 cerdo en el Grupo 7 comenzó a secretar PCV2 el Día 27. Ninguno de los otros grupos 
experimentó la secreción hasta el Día 33. La cuantía de secreción nasal se anotó desde el Día 35 al Día 45. Grupos 
que recibían cualquiera de las tres vacunas de vORF2 y grupos que recibían 4 u 8 µg de rORF2 tenían la incidencia 5 
más baja de secreción nasal de PCV2 (≤ 9,1%). El grupo control de provocación (Grupo 8) tenía la tasa de 
secreción más alta (80%), seguido del grupo control estricto negativo (Grupo 9), que tenía una tasa de incidencia de 
63,6%.  

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

Grupo Tratamiento N Nº de cerdos que secretó 
durante al menos un día 

Tasa de Incidencia 

1 vORF2 - 16 µg (1 dosis) 12 1 8,3 % 

2 vORF2 - 8 µg (1 dosis) 12 1 8,3 % 

3 vORF2 - 4 µg (1 dosis) 12 1 8,3 % 

4 rORF2 - 16 µg (1 dosis) 11 2 18,2 % 

5 rORF2 - 8 µg (1 dosis) 12 1 8,3 % 

6 rORF2 - 4 µg (1 dosis) 11 1 9,1 % 

7 KV (2 dosis) 12 5 41,7 % 

8 Controles de Provocación 10 8 80 % 

9 Controles Estrictos Negativos 11 7 63,6 % 

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

 10 

El Sumario de la Incidencia de Íctero del Grupo, la Incidencia de Úlceras Gástricas en el Grupo, las Anotaciones de 
Lesiones Pulmonares Medias del Grupo y la Incidencia de Lesiones Pulmonares en el Grupo se muestran a 
continuación en la Tabla 12. Seis cerdos murieron en el primer sitio de ensayo durante la fase de post-vacunación 
del estudio (Grupo 4, N = 1; Grupo 6, N = 1; Grupo 8, N = 2; Grupo 9, N = 2). Cuatro de seis cerdos tenían lesiones 
fibrosas en una o más cavidades corporales, un cerdo (Grupo 6) tenía lesiones consistentes con una enfermedad 15 
clostridial, y un cerdo (Grupo 9) no tenía lesiones burdas. Ninguno de los cerdos que murieron durante la fase post-
vacunación del estudio tenía lesiones consistentes con PMWS.  

Se realizó una necropsia a cerdos que murieron post-provocación y a cerdos sometidos a eutanasia el Día 49. En la 
necropsia, no estaban presentes en ningún grupo íctero ni úlceras gástricas. Con respecto a % medio en las 
lesiones pulmonares, el Grupo 9 tenía el % medio más bajo en las lesiones pulmonares (0%), seguido del Grupo 1 20 
con 0,40 ± 0,50% y del Grupo 5 con 0,68 ± 1,15%. Los Grupos 2, 3, 7 y 8 tenían el % medio más alto en las 
lesiones pulmonares (≥ 7,27%). Cada uno de estos cuatro grupos contenía un cerdo con un % de lesiones 
pulmonares ≥ 71,5%, que sesgó más altos los resultados para estos cuatro grupos. Con la excepción del Grupo 9 
con un 0% de lesiones pulmonares observadas, los restantes 8 grupos tenían un ≤ 36% de lesiones pulmonares. 
Casi todas las lesiones pulmonares observadas se describieron como rojas/púrpura y se consolidaron.  25 

E06850366
24-05-2017ES 2 625 903 T3

 



23 

Tabla 12.  Sumario de la Incidencia de Íctero en el Grupo, Incidencia de Úlceras Gástricas en el Grupo, % Medio de 
Anotaciones de Lesiones Pulmonares en el Grupo e Incidencia de Lesiones Pulmonares en el Grupo Anotados 

Grupo Tratamiento Íctero Úlceras 
Gástricas 

% Medio de 
Lesiones 

Pulmonares 

Incidencia de 
Lesiones 

Pulmonares 
Anotadas 

1 vORF2 - 16 µg (1 dosis) 0/12 (0%) 0/12 

(0%) 

0,40 ± 0,50% 10/12 

(83%) 

2 vORF2 - 8 µg (1 dosis) 0/12 (0%) 0/12 

(0%) 

7,41 ± 20,2% 10/12 

(83%) 

3 vORF2 - 4 µg (1 dosis) 0/12 (0%) 0/12 

(0%) 

9,20 ± 20,9% 10/12 

(83%) 

4 rORF2 - 16 µg (1 dosis) 0/11 (0%) 0/11 

(0%) 

1,5 ± 4,74% 4/11 

(36%) 

5 rORF2 - 8 µg (1 dosis) 0/12 (0%) 0/12 

(0%) 

0,68 ± 1,15% 9/12 

(75%) 

6 rORF2 - 4 µg (1 dosis) 0/11 (0%) 0/11 

(0%) 

2,95 ± 5,12% 7/11 

(64%) 

7 KV (2 dosis) 0/12 (0%) 0/12 

(0%) 

7,27 ± 22,9% 9/12 

(75%) 

8 Controles de Provocación 0/10 

(0%) 

0/10 

(0%) 

9,88 ± 29,2% 8/10 

(80%) 

9 Controles Estrictos 
Negativos 

0/11 (0%) 0/11 

(0%) 

0/11 

(0%) 

0/11 

(0%) 

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

 

El Sumario de los Resultados de la Incidencia IHC Positiva en el Grupo se muestra en la Tabla 13. El Grupo 1 
(vORF2 - 16 µg) y el Grupo 5 (rORF2 - 8 µg) tenían la tasa más baja de los resultados IHC positivos (16,7%). El 5 
Grupo 8 (Controles de Provocación) y el Grupo 9 (Controles Estrictos Negativos) tenían la tasa más alta de los 
resultados IHC positivos, 90% y 90,9%, respectivamente.  

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

Grupo Tratamiento N Nº de cerdos que tenían al 
menos un tejido positivo para 

PCV2 

Tasa de 
Incidencia 

1 vORF2 - 16 µg (1 dosis) 12 2 16,7 % 

2 vORF2 - 8 µg (1 dosis) 12 3 25,0 % 

3 vORF2 - 4 µg (1 dosis) 12 8 66,7 % 

4 rORF2 - 16 µg (1 dosis) 11 4 36,3 % 

5 rORF2 - 8 µg (1 dosis) 12 2 16,7 % 
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6 rORF2 - 4 µg (1 dosis) 11 4 36,4 % 

7 KV (2 dosis) 12 5 41,7 % 

8 Controles de Provocación 10 9 90,0 % 

9 Controles Estrictos Negativos 11 10 90,9 % 

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

 

Post-provocación, el Grupo 5, que recibió una dosis de 8 µg de antígeno rORF2, superó a los otros 6 grupos de 
vacuna. El Grupo 5 tenía la ADWG más alta (0,43 ± 0,10 kg/día), la incidencia más baja de comportamiento 
anormal (0%), la segunda incidencia más baja de tos (8,3%), la incidencia más baja de síntomas clínicos globales 
(8,3%), la tasa de mortalidad más baja (0%), la tasa más baja de secreción nasal de PCV2 (8,3%), la segunda tasa 5 
más baja del % medio de lesiones pulmonares (0,68 ± 1,15%) y la tasa de incidencia más baja para tejidos 
positivos (16,7%). Grupos que recibían diversos niveles de antígeno rORF2 superó globalmente a grupos que 
recibían diversos niveles de vORF2 y el grupo que recibía 2 dosis de vacuna contra PCV2 de células enteras 
matadas se manifestó el peor. Las Tablas 14 y 15 contienen sumarios de datos post-provocación del grupo.  

Tabla 14.  Sumario de Datos Post-Provocación en el Grupo - Parte 1 10 

Grupo N Tratamiento ADWG 
(kg/día) 

Comporta-
miento 

Anormal 

Tos Incidencia Global de 
Síntomas Clínicos 

1 12 vORF2 - 16 µg 

(1 dosis) 

0,39 ± 
0,13% 

2/12 (16,7%) 3/12 
(25%) 

41,7 % 

2 12 vORF2 - 8 µg 

(1 dosis) 

0,32 ± 
0,14% 

4/12 (33,3% 1/12 
(8,3% 

41,7 % 

3 12 vORF2 - 4 µg 

(1 dosis) 

0,22 ± 
0,09% 

8/12 (66,7%) 2/12 
(16,7% 

66,7 % 

4 11 rORF2 - 16 µg 

(1 dosis) 

0,38 ± 
0,14% 

3/11 (27,3%) 0/11 (0%) 36,4 % 

 

5 12 rORF2 - 8 µg 

(1 dosis) 

0,43 ± 
0,10% 

0/12 (0%) 1/12 
(8,3% 

8,3 % 

6 11 rORF2 - 4 µg 

(1 dosis) 

0,33 ± 
0,11% 

1/11 (9,1% 0/11 (0%) 9,1 % 

7 12 KV 

(2 dosis) 

0,23 ± 
0,07% 

7/12(58,3) 0/12 (0%) 58,3 % 

8 10 Controles de 
Provocación 

0,34 ± 
0,09% 

1/10 (10%) 2/10 
(20% 

40 % 

9 11 Controles Estrictos 
Negativos 

0,48 ± 
0,07% 

0/11 (0%) 0/11 (0%) 0 % 

vORF2 = ORF2 viral aislado; rORF2 = ORF2 expresado en baculovirus recombinante; KV o mató virus de células 
completos = virus PCV2 desarrollado en un cultivo celular adecuado 
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Tabla 15.  Sumario de Datos Post-Provocación en el Grupo - Parte 2 

Grupo N Tratamiento Tasa de 
Mortalidad 

Secreción 
Nasal 

% Medio de 
Lesiones 

Pulmonares 

Tasa de Incidencia de 
al menos un tejido 
IHC positivo para 

PCV2 

1 12 vORF2 - 16 µg 

(1 dosis) 

8,3 % 8,3 % 0,40 ± 0,50% 16,7 % 

2 12 vORF2 - 8 µg 

(1 dosis) 

8,3 % 8,3 % 7,41 ± 20,2% 25,0 % 

3 12 vORF2 - 4 µg 

(1 dosis) 

0 % 8,3 % 9,20 ± 20,9% 66,7 % 

4 11 rORF2 - 16 µg 

(1 dosis) 

0 % 18,2 % 1,50 ± 4,74% 36,3 % 

5 12 rORF2 - 8 µg 

(1 dosis) 

0 % 8,3 % 0,68 ± 1,15% 16,7 % 

6 11 rORF2 - 4 µg 

(1 dosis) 

9,1 % 9,1 % 2,95 ± 5,12% 36,4 % 

7 12 KV 

(2 dosis) 

16,7 % 41,7 % 7,27 ± 22,9% 41,7 % 

8 10 Controles de 
Provocación 

10 % 80 % 9,88 ± 29,2% 90,0 % 

9 11 Controles Estrictos 
Negativos 

0 % 63,6 % 0/11 (0%) 90,9 % 

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

 

Los resultados de este estudio indican que todos los esfuerzos adicionales de vacunas deberían dirigirse a una 
vacuna de rORF2. En general, la secreción nasal de PCV2 fue detectada post-provocación y la vacunación con una 
vacuna contra PCV2 dio como resultado una reducción de la secreción. La inmunohistoquímica de tejidos linfoides 5 
seleccionados servía también como un buen parámetro de la eficacia de la vacuna, mientras que grandes 
diferencias en la ADWG, los síntomas clínicos y las grandes lesiones no se detectaron entre grupos. Este estudio 
se complicó por el hecho de que PCV2 extraño se introdujo en el mismo punto durante el estudio, según se 
evidencia por la secreción nasal de PCV2, seroconversión de PCV2 y tejidos IHC positivos en el Grupo 9, el grupo 
control estricto negativo.  10 

Discusión 

Siete vacunas contra PCV2 fueron evaluadas en este estudio, que incluía tres niveles de dosis diferentes de 
antígeno vORF2 administrada una vez al Día 0, tres niveles de dosis diferentes de antígeno rORF2 administrados 
una vez el Día 0 y un nivel de dosis de vacuna contra PCV2 de células enteras matadas, administrada el Día 0 y el 
Día 14. En general, el Grupo 5, que recibía 1 dosis de vacuna que contenía 8 µg de antígeno rORF2, tenía los 15 
mejores resultados. El Grupo 5 tenía la ADWG más alta, la incidencia más baja de comportamiento anormal, la 
incidencia más baja de respiración anormal, la segunda incidencia más baja de tos, la incidencia más baja de 
síntomas clínicos globales, la tasa de mortalidad más baja, la tasa más baja de secreción nasal de PCV2, la 
segunda tasa más baja del % medio de lesiones pulmonares y la tasa de incidencia más baja para tejidos IHC 
positivos. 20 

De manera interesante, el Grupo 4, que recibió una dosis más alta de antígeno rORF2 que el Grupo 5, no se 
comportó tan bien ni mejor que el Grupo 5. El Grupo 4 tenía una ADWG ligera menor, una mayor incidencis de 
comportamiento anormal, una mayor incidencia de síntomas clínicos globales, una mayor tasa de secreción nasal 
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de PCV2, un mayor % medio de lesiones pulmonares y una mayor tasa de tejidos IHC positivos que el Grupo 5. Los 
análisis estadísticos, que pueden indicar que las diferencias entre estos dos grupos no eran estadísticamente 
significativas, no se realizaron en estos datos, pero existía una tendencia observada de que el Grupo 4 no se 
comportaba tan bien como el Grupo 5.   

Post-vacunación, 6 cerdos murieron en el primer sitio de estudio. Cuatro de los seis cerdos procedían del Grupo 8 o 5 
del Grupo 9, que no recibieron ninguna vacuna. Ninguno de los seis cerdos mostró lesiones consistentes con 
PMWS, no se informó de sucesos adversos y, en general, las siete vacunas parecían ser seguras cuando se 
administraban a cerdos de aproximadamente 11 días de edad. Durante la fase de post-vacunación del estudio, los 
cerdos recibieron tres niveles de dosis de vacuna vORF2 o la vacuna de células enteras matadas tenía los niveles 
IFAT más altos, mientras que el Grupo 5 tenía los niveles IFAT más bajos justo antes de la provocación de los 10 
grupos de vacuna.   

A pesar de que no se ha demostrado formalmente, se piensa que la vía predominante de transmisión de PCV2 a 
cerdos jóvenes poco después del destete es por contacto oronasal directo y una vacuna eficaz que reduce la 
secreción nasal de PCV2 en un ajuste de producción ayudaría a controlar la difusión de la infección. Grupos que 
recibían uno de los tres niveles de antígeno de vORF2 y el grupo que recibía 8 µg de rORF2 tenía la tasa de 15 
incidencia más baja de secreción nasal de PCV2 (8,3%). De manera esperada, el grupo control de provocación 
tenía la tasa de incidencia más alta de secreción nasal (80%).   

Lesiones burdas en cerdos con PMWS secundaria a la infección por PCV2 consistía típicamente en linfoadenopatía 
generalizada en combinación con uno o más de lo siguiente: (1) neumonía intersticial con edema interlobular, (2) 
palidez cutánea o íctero, (3) hígados atróficos moteados, (4) úlceras gástricas y (5) nefritis. En la necropsia, no se 20 
observaron íctero, hepatitis, nefritis y úlceras gástricas en ninguno de los grupos y no se examinó específicamente 
la linfoadenopatía. El % medio de puntuaciones de lesiones pulmonares varíaba entre grupos. El grupo que recibía 
16 µg de antígeno vORF2 tenía el % medio más bajo de puntuaciones de lesiones pulmonares (0,40 ± 0,50%), 
seguido del grupo que recibía 8 µg de rORF2 (0,68 ± 1,15%). Como era de esperar, el grupo control de 
enfrentameinto tenía el % medio más alto de puntuaciones de lesiones pulmonares (9,88 ± 29,2%). En los cuatro 25 
grupos, el % medio de puntuaciones de lesiones pulmonares se elevó debido a un cerdo en cada uno de estos 
grupos que tenía puntuaciones muy altas de lesiones pulmonares. La mayor parte de las lesiones pulmonares se 
describieron como rojas/púrpura y se consolidaron. Típicamente, las lesiones pulmonares asociadas con PMWS se 
describen como de color canela y no colapsables con edema interlobular. Las lesiones pulmonares anotadas en 
este estudio no se asociaron con una infección por PCV2 o puede estar presente un segundo agente infeccioso 30 
pulmonar. Dentro del contexto de este estudio, el % de puntuación de lesiones pulmonares no refleja, 
probablemente, una medida verdadera de la cantidad de infección pulmonar debida a PCV2.  

Otros investigadores han demostrado una correlación directa entre la presencia de antígeno de PCV2 por IHC e 
histopatología. No se realizó con este estudio la histopatología en tejidos seleccionados. El Grupo 1 (16 µg de 
vORF2) y el Grupo 5 (8 µg de rORF2) tenían la tasa de incidencia más baja de cerdos positivos en cuanto al 35 
antígeno de PCV2 (8,3%), mientras que el Grupo 9 (el grupo control estricto negativo - 90,9%) y el Grupo 8 (el 
grupo control de provocación - 90,0%) tenía las tasas de incidencia más altas de cerdos positivos en cuanto al 
antígeno de PCV2. Debido a la naturaleza no subjetiva de este ensayo, los resultados de IHC son, probablemente, 
uno de los mejores parámetros para juzgar la eficacia de la vacuna. 

Así, en un aspecto de la presente invención, la Dosificación Protectora Mínima (MPD - siglas en inglés) de una 40 
dosis de 1 ml/l de dosis de producto recombinante con antígeno de ORF2 de PCV2 (rORF2) extraído en el modelo 
de cerdos CDCD en la cara de una provocación de PCV2.  De los tres grupos que recibían niveles variables de 
antígeno rORF2, el Grupo 5 (8 µg de antígeno rORF2) tenían claramente el nivel de protección más alto. El Grupo 5 
tenía los mejores resultados o empataba con los resultados más favorables con relación a todos los parámetros 
examinados. Cuando el Grupo 5 se comparó con los otros seis grupos de vacuna post-enfriamiento, el Grupo 5 45 
tenía la ADWG más alta (0,43 ± 0,10 kg/día), la incidencia más baja de comportamiento anormal (0%), la segunda 
incidencia más baja de tos (8,3%), la incidencia más baja de síntomas clínicos globales (8,3%), la tasa de 
mortalidad más baja (0%), la tasa más baja de secreción nasal de PCV2 (8,3%), la segunda tasa más baja del % 
medio de lesiones pulmonares (0,68 ± 1,15%) y la tasa de incidencia más baja para tejidos IHC positivos (16,7%).    

En otro aspecto de la presente invención, se determinó la MPD de 1 ml/l de dosis de producto convencional que es 50 
antígeno de ORF2 de PCV2 (vORF2) parcialmente purificado en el modelo de cerdos CDCD en la cara de una 
provocación con PCV2. De los tres grupos que recibían niveles variables de antígeno vORF2, el Grupo 1 (16 µg de 
antígeno vORF2) tenían claramente el nivel de protección más alto. El Grupo 1 superó a los Grupos 2 y 3 con 
respecto a la ADWG, el % medio de lesiones pulmonares e IHC. Los Grupos 1 y 2 (8 µg de antígeno vORF2) se 
comportaron de manera igual con respecto a la incidencia global de síntomas clínicos, el Grupo 3 (4 µg de antígeno 55 
vORF2) tenía la tasa de mortalidad más baja, y los tres grupos se comportaron de igual manera con respecto a la 
secreción nasal. En general, vacunas de vORF no se comportaban tan bien como las vacunas de rORF.  

Todavía en otro aspecto de la presente invención, se determinó la eficacia de una dosis máxima de 2 ml/2 dosis de 
vacuna convencional PCV2 matada en el modelo de cerdos CDCD en la cara de una provocación con PCV2. De las 
siete vacunas evaluadas en este estudio, se comportaba de la peor manera la vacuna contra PCV2 de células 60 
enteras matadas. Cochinillos que recibían dos dosis de vacuna contra PCV2 de células enteras matadas tenían la 
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ADWG más baja, la segunda tasa más alta de comportamiento anormal (58,3%), la segunda incidencia global más 
alta de síntomas clínicos (58,3%), la tasa de mortalidad más alta (16,7%), la segunda incidencia más alta de 
secreción nasal (41,7%), el % medio más alto de lesiones pulmonares (9,88 ± 29,2%), una alta incidencia de 
lesiones pulmonares anotada (75%) y una tasa moderada de incidencia de IHC en tejidos (41,7%). Sin embargo, 
seguía siendo eficaz para crear una respuesta inmune.  5 

Todavía en otro aspecto de la presente invención, la secreción nasal de PCV2 se verificó como un parámetro de 
eficacia y se re-confirmaron a partir de estudios previos los parámetros de eficacia contra PCV2 previos. Los 
resultados de este estudio indican que la secreción nasal de PCV2 se produce tras una provocación intranasal y 
que las vacunas contra PCV2 reducen la secreción nasal de PCV2 post-provocación. Además, los resultados de 
este estudio y los informes en la bibliografía indican que debería continuar IHC para ser evaluado también en 10 
futuros ensayos de la vacuna contra PCV2.  

Algunas conclusiones adicionales que surgen de este estudio son que la linfoadenopatía es un distintivo de PMWS. 
Otro de los distintivos de PMWS es el agotamiento linfoide e histiocitos multinucleados/gigantes. Adicionalmente, 
no se observaron sucesos adversos ni reacciones en el sitio de inyección para ninguna de las 7 vacunas contra 
PCV2, y las 7 vacunas contra PCV2 parecían ser seguras cuando se administraban a cerdos jóvenes.  15 

Ejemplo 5 

Este ejemplo somete a ensayo la eficacia de ocho vacunas candidatas contra PCV2 y reconfirma los parámetros de 
provocación a PCV2 de estudios de provocación anteriores después de la exposición a una cepa virulenta de 
PCV2. Ciento cincuenta (150) cochinillos desprovistos de calostro derivado de la cesárea (CDCD), de 6-16 días de 
edad, se bloquearon en peso y se dividieron al azar en 10 grupos de igual tamaño. La Tabla 16 recoge el Diseño de 20 
Estudio General para este Ejemplo.  

Tabla 16.  Diseño de Estudio General 

Grupo Nº de 
Cerdos 

Tratamiento Día de 
Tratamiento 

KLH/ICFA 
el Día 22 y 
el Día 28 

Provocación con 
PCV2 Virulento 

el Día 25 

PRRSV 
MLV el 
Día 46 

Necropsia el 
Día 50 

1 15 Vacuna 1 contra 
PVC2 

16 µg 

rORF2 – IMS 1314 

0 y 14 + + + + 

2 15 Vacuna 2 contra 
PVC2 

16 µg 

vORF2 – Carbopol 

0 y 14 + + + + 

3 15 Vacuna 3 contra 
PCV2 

16 µg 

rORF2 – Carbopol 

0 y 14 + + + + 

4 15 Vacuna 2 contra 
PCV2 

16 µg 

vORF2 – Carbopol 

0 + + + + 

5 15 Vacuna 3 contra 
PVC2 

4 µg 

rORF2 – Carbopol 

0 y 14 + + + + 
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6 15 Vacuna 3 contra 
PVC2 

1 µg 

rORF2 – Carbopol 

0 y 14 + + + + 

7 15 Vacuna 3 contra 
PVC2 

0,25 µg 

rORF2 – Carbopol 

0 y 14 + + + + 

8 15 Vacuna 4 contra 
PVC2 

> 8,0 log 

KV – Carbopol 

0 y 14 + + + + 

9 15 Controles de 
Provocación 

N/A + + + + 

10 15 Ninguno - Grupo 
Control Negativo 

Estricto 

N/A + - + + 

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

 

La formulación de vacuna dada a cada uno de los grupos era como sigue. La vacuna nº 1 contra PCV2, 
administrada a una dosis de 1 x 2 ml al Grupo 1, era una dosis elevada (16 µg/2 ml de dosis) de antígeno ORF2 
recombinante inactivado con adyuvante IMS 1314 (16 µg de rORF2 – IMS 1314). La vacuna nº 2 contra PCV2, 
administrada a una dosis de 1 x 2 ml al Grupo 2, era una dosis elevada (16 µg/2 ml de dosis) de un antígeno ORF2 5 
de PCV2 generado por VIDO R-1 y parcialmente purificado adyuvado con Carbopol (16 µg de vORF2 – Carbopol). 
La vacuna nº 3 contra PCV2, administrada a una dosis de 1 x 2 ml al Grupo 3, era una dosis elevada (16 µg/2 ml de 
dosis) de antígeno ORF2 recombinante inactivado con adyuvante Carbopol (16 µg de rORF2 – Carbopol). La 
vacuna nº 4 contra PCV2, administrada a una dosis de 1 x 1 ml al Grupo 4, era una dosis elevada (16 µg/1 ml de 
dosis) de un antígeno ORF2 de PCV2 generado por VIDO R-1 y parcialmente purificado adyuvado con Carbopol (16 10 
µg de vORF2 – Carbopol). La vacuna nº 5 contra PCV2, administrada a una dosis de 1 x 2 ml al Grupo 5, era una 
dosis elevada 4 µg/2 ml de dosis de un antígeno ORF2 recombinante inactivado con adyuvante Carbopol (4 µg de 
rORF2 – Carbopol). La vacuna nº 6 contra PCV2, administrada a una dosis de 1 x 2 ml al Grupo 6, era una dosis 
elevada 1 µg/2 ml de dosis de un antígeno ORF2 recombinante inactivado con adyuvante Carbopol (1 µg de rORF2 
– Carbopol). La vacuna nº 7 contra PCV2, administrada a una dosis de 1 x 2 ml al Grupo 7, era una dosis baja (0,25 15 
µg/2 ml de dosis) de antígeno ORF2 recombinante inactivado con adyuvante Carbopol (0,25 µg de rORF2 – 
Carbopol). La vacuna nº 8 contra PCV2, administrada a una dosis de 1 x 2 ml al Grupo 8, era una dosis elevada 
(título de pre-inactivación > 8,0 log/2 ml de dosis) de un antígeno Struve de PCV2 generado por VIDO R-1 
inactivado convencional adyuvado con Carbopol (>8,0 log KV – Carbopol). El Día 0, los Grupos 1 - 8 fueron tratados 
con sus vacunas asignadas. Los Grupos 1-3 y 5-8 recibieron refuerzos de sus vacunas respectivas de nuevo el Día 20 
14. La eficacia de una dosis única de 16 µg de vORF2 – Carbopol se sometió a ensayo en el Grupo 4 que no recibió 
un refuerzo el Día 14. Los cochinillos fueron observados en cuanto a sucesos adversos y las reacciones del sitio de 
inyección después de las dos vacunaciones. El Día 21 los cochinillos fueron trasladados a un segundo sitio de 
estudio en donde los Grupos 1-9 fueron alojados agrupados en un edificio y el Grupo 10 fue alojado en un edificio 
separado. Todos los cerdos recibieron hemocianina de lapa bocallave emulsionada con adyuvante de Freund 25 
incompleto (KLH/ICFA) los Días 22 y 28. El Día 25, los Grupos 1-9 fueron enfrentados con aproximadamente 4 logs 
de virus PCV2 virulento. Hacia el Día 46 se habían producido muy pocas muertes en el grupo control de 
provocación. En un intento de inmunoestimular los cerdos y de aumentar la virulencia del material de provocación 
de PCV2, todos los Grupos fueron tratados con INGELVAC® PRRSV MLV (Vacuna Reproductora y Respiratoria 
Porcina, Virus Vivo Modificado) el Día 46.  30 

Antes y después de la provocación se tomaron muestras de sangre para la serología del PCV2. Post-provocación, 
se recogieron los datos de peso corporal para la determinación de la ganancia de peso media diaria (ADWG) y 
observaciones de síntomas clínicos. El Día 50, se realizó una necropsia a todos los cerdos supervivientes, se 
registraron lesiones burdas, se puntuó a los pulmones en cuanto a la patología, y tejidos seleccionados fueron 

E06850366
24-05-2017ES 2 625 903 T3

 



29 

conservados en formalina para su examen por inmunohistoquímica (IHC) para la detección posterior de antígeno de 
PCV2.  

Materiales y Métodos: 

Este era un estudio de capacidad de provocación frente a la vacunación parcialmente ciego realizado en cerdos 
CDCD, de 6 a 16 días de edad el Día 0. Para ser incluidos en el estudio, los títulos IFA de PCV2 de cerdas eran ≤ 5 
1:1000.  Adicionalmente, el estado serológico de cerdas procedía de una piara PRRS-negativa conocida. Se 
sometió a ensayo a dieciseis (16) cerdas en cuanto al estado serológico de PCV2 y las dieciseis (16) tenían un 
título de PCV2 de ≤ 1000 y fueron transferidas al primer sitio de estudio. Ciento cincuenta (150) cochinillos fueron 
proporcionados mediante cirugía por sección cesárea y estaban disponibles para este estudio el Día -3.  El Día -3, 
se pesaron 150 cerdos CDCD en el primer sitio de estudio, se identificaron con etiquetas de oreja, se bloquearon 10 
por el peso y se asignaron al azar a 1 de 10 grupos, según se recoge antes en la tabla 16. Muestras de sangre 
fueron tomadas de todos los cerdos. Si cualquier animal de ensayo que cumplía los criterios de inclusión fue 
enrolado en el estudio y posteriormente fue excluido por cualquier motivo, el Investigador y Monitor consultó con el 
fin de determinar el uso de datos recogidos del animal en el análisis final. Se documentó la fecha en la que se 
excluyó a los cerdos enrolados y el motivo de la exclusión. No se excluyeron cerdas que cumplían con los criterios 15 
de inclusión, seleccionadas para el estudio y fueron transportadas al primer sitio de estudio. No se excluyeron 
cochinillos del estudio, y antes de terminar no se retiró del estudio a ningún animal de ensayo. La Tabla 17 describe 
los intervalos de tiempo para las actividades clave de este Ejemplo. 

Tabla 17. Actividades de Estudio 

Día de Estudio Fechas Reales Actividad de Estudio 

-3 04-4-03 Cerdos pesados; exam. de salud; distribuidos al azar en grupos; muestras 
tomadas de sangre  

-3 

0-21 

04-4-03 

07-4-03 a 

27-5-03 

 

Observados en cuanto a la salud general y en cuanto a sucesos adversos post-
vacunación  

0 07-4-03 Administrados IVPs respectivos a los Grupos 1-8  

 

0-7 

07-4-03 

14-4-03 

Cerdos observados en cuanto a reacciones en los sitios de inyección 

14 21-4-03 Grupos 1-3, 5-8 reforzados con IVPs respectivos; tomadas muestras de sangre 
de todos los cerdos  

14-21 

 

21-4-03 

a 28-4-03 

Cerdos observados en cuanto a reacciones de inyección 

19-21 26-4-03 a 

28-4-03 

Todos los cerdos tratados con antibióticos  

21 28-4-03 Cerdos transportados desde Struve Labs, Inc. a Veterinary Resources, Inc. 
(VRI)  

22-50 28-4-03 a 

27-5-03 

Cerdos observados en cuanto a síntomas clínicos post-provocación  

22 29-4-03 Grupos 1-10 tratados con KLH/ICFA 

25 02-5-03 Muestras de sangre tomadas de todos los cerdos; pesados todos los cerdos; 
Grupos 1-9 enfrentados con material de provocación de PCV2 

28 05-5-03 Grupos 1-10 tratados con KLH/ICFA 

32 09-5-03 Muestras de sangre tomadas de todos los cerdos 

46 23-5-03 INGELVAC® PRRS MLV administrado a todos los grupos 
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50 

 

 

27-5-03 

Muestra tomadas de sangre, pesados y sometidos a necropsia a todos los 
cerdos; se registraron lesiones burdas; los pulmones se evaluaron en cuanto a 
lesiones; se guardaron muestras de tejido recientes y fijadas con formalina; se 
completó la fase viva del estudio 

 

Después de completarse la fase en vivo del estudio, tejidos fijados con formalina fueron examinados por 
inmunohistoquímica (IHC) para la detección de antígeno de PCV2 por parte de un patólogo, las muestras de sangre 
se evaluaron en cuanto a la serología de PCV2 y la ganancia de peso media diaria (ADWG) fue determinada desde 
el Día 25 al Día 50. 5 

Los animales fueron alojados en el primer sitio de estudio en jaulas individuales en siete recintos desde el 
nacimiento hasta aproximadamente 11 días de edad (aproximadamente el Día 0 del estudio). Cada recinto era 
idéntico en su distribución y consistía en jaulas de acero inoxidable individuales apiladas, siendo suministrado aire 
calentado y filtrado por separado a cada una de las unidades de aislamiento. Cada recinto disponía de calor y 
ventilación separados, proporcionando con ello una contaminación cruzada de aire entre los recintos. Los animales 10 
fueron alojados en dos edificios diferentes en el segundo sitio de estudio. El Grupo 10 (el grupo control estricto 
negativo) fue alojado por separado en un edificio de acabado convertido y los Grupos 1-9 fueron alojados en un 
edificio de parto convertido. Cada grupo fue alojado en un redil separado (14-15 cerdos por redil) y cada redil 
proporcionaba aproximadamente 1 metro cuadrado por cerdo. Los Grupos 2, 4 y 8 fueron alojados en tres rediles 
adyacentes en un lado del pasadizo y los Grupos 1, 3, 5, 6, 7 y 9 fueron alojados en seis rediles adyacentes en el 15 
otro lado del pasadizo. La separación de los Grupos era debida a la preocupación del Monitor del Estudio de que 
vacunas administradas a los Grupos 2, 4 y 8 no habían sido inactivadas por completo. Cada redil se encontraba 
sobre una cubierta elevada con pisos de lamas de plástico. Un foso debajo de los rediles servía como depósito de 
excrementos y desechos. Cada edificio tenía sus sistemas calefactores y de ventilación separados, con escasa 
probabilidad de contaminación cruzada de aire entre los edificios. 20 

En el primer sitio de estudio, los cochinillos fueron alimentados con una ración de leche especialmente formulada 
desde el nacimiento hasta aproximadamente 3 semanas de edad. Todos los cochinillos consumían una ración 
sólida, especial mixta el Día 21 (aproximadamente 4 ½ semanas de edad). En el segundo sitio de estudio, se 
alimentó a todos los cerdos con una ración mixta comercial habitual, no medicada, en cuanto a su edad y peso, ad 
libitum. También se disponía ad libitum de agua en los dos sitios de estudio.  25 

Todos los cerdos fueron tratados con 1,0 mL de NAXCEL®, IM, en jamones alternantes los Días 19, 20 y 21. 
Además, el Cerdo nº 11 (Grupo 1) fue tratado con 0,5 mL de NAXCEL® el Día 10, el Cerdo nº 13 (Grupo 10) fue 
tratado con 1 mL de penicilina y 1 mL de PREDEF® 2X el Día 10, el Cerdo nº 4 (Grupo 9) fue tratado con 1,0 mL de 
NAXCEL® IM el Día 11, y los Cerdos 1 (Grupo 1), 4 y 11 fueron tratados cada uno con 1,0 mL de NAXCEL® el Día 
14 por diversos motivos de salud.   30 

Mientras se encontraban en los dos sitios de estudio, los cerdos se encontraban bajo cuidado veterinario. Todos los 
animales gozaba de buen estado de salud y nutricional antes de la vacunación, según se determina por 
observación el Día 0. Se observó que todos los animales de ensayo gozaban de buen estado de salud y nutricional 
antes de la provocación. Las carcasas y los tejidos fueron desechados mediante vertido. La disposición final de los 
animales de estudio se registró en el Registro de Disposición de los Animales.  35 

Los Días 0 y 14, los cerdos asignados a los Grupos 1-3 y 5-8 recibieron 2,0 mL de vacunas 1-4 de PCV2, 
respectivamente, IM en las zonas derecha e izquierda del cuello, respectivamente, utilizando una jeringa Luer-lock 
estéril de 3,0 mL y una aguja estéril de 20g x ½". Los cerdos asignados al Grupo 4 recibieron 1,0 mL de vacuna nº 2 
de PCV2, IM en la zona derecha del cuello, utilizando una jeringa Luer-lock estéril de 3,0 mL y una aguja estéril de 
20g x ½" el Día 0 solamente.   40 

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

El Día 25, los cerdos asignados a los Grupos 1-9, recibieron 1,0 mL de material de provocación ISUVDL de PCV2 45 
(3,98 log10 TCID50/mL), IM en la zona derecha del cuello utilizando una jeringa Luer-lock estéril de 3,0 mL y una 
aguja estéril de 20g x 1". Se administró 1,0 mL adicional del mismo material, IN a cada cerdo (0,5 mL por fosa 
nasal) utilizando una jeringa Luer-lock estéril de 3,0 mL y una cánula nasal. 

El Día 46 todos los cerdos de ensayo recibieron 2,0 mL de INGELVAC® PRRS MLV, IM, en la zona derecha del 
cuello utilizando una jeringa Luer-lock estéril de 3,0 mL y una aguja estéril de 20g x1". El PRRSV MLV fue 50 
administrado en un intento de aumentar la virulencia del material de provocación a PCV2.   

Los cerdos de ensayo fueron observados diariamente en cuanto a la salud general y sucesos adversos el Día -3 y 
desde el Día 0 al Día 21. Cada uno de los cerdos fue puntuado en cuanto a comportamiento normal o anormal, 
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respiración o tos. Las observaciones se registraron en el Registro de Observación Clínica. Todos los cerdos de 
ensayo fueron observados desde el Día 0 hasta el Día 7, y el Grupo 7 fue observado adicionalmente desde el Día 
14 hasta el 21, en cuanto a las reacciones del sitio de inyección. La ganancia de peso media diaria se determinó 
pesando a cada cerdo sobre una escala calibrada los Días -3, 25 y 50, o el día en que se encontró muerto a un 
cerdo después de la provocación. Los pesos corporales se registraron en el Formulario de Peso Corporal. Los 5 
pesos corporales del Día -3 se utilizaron para bloquear a los cerdos antes del reparto aleatorio. Los datos de peso 
del Día 25 y del Día 50 se utilizó para determinar la ganancia de peso media diaria (ADWG) para cada cerdo 
durante estos momentos. Para los cerdos que murieron después de la provocación y antes del Día 50, la ADWG se 
ajustó para representar la ADWG desde el Día 25 hasta el día de su muerte. 

Con el fin de determinar la serología de PCV2, sangre entera venosa se recogió de cada cochinillo del seno venoso 10 
orbital los Días -3 y 14. Para cada cochinillo, la sangre se tomó del seno venoso orbital insertando un tubo capilar 
estéril en el canto medial de uno de los ojos y drenando aproximadamente 3,0 mL de sangre entera en un Tubo 
Separador de Suero (SST) de 4,0 mL. Los Días 25, 32 y 50 se tomó sangre entera venosa de cada cerdo de la vena 
cava anterior utilizando una aguja estéril 20g x 1 ½" Vacutainer® (Becton Dickinson and Company, Franklin Lakes, 
Nueva Jersey), un soporte de aguja Vacutainer® y un SST de 13 mL. Las tomas de sangre en cada instante se 15 
registraron en el Registro de Toma de Muestras. Se dejó que se coagulara la sangre en cada SST, cada SST fue 
centrifugado y se recolectó el suero. El suero recolectado fue transferido a un tubo con tapón de cierre rápido estéril 
y se almacenó a -70± 10° C hasta que se sometió a ensayo con posterioridad. Las muestras de suero fueron 
sometidas a ensayo en cuanto a la presencia de anticuerpos de PCV2 por parte del personal de BIVI-R&D. 

Los cerdos fueron observados una vez al día desde el Día 22 al Día 50 en cuanto a síntomas clínicos y fueron 20 
puntuados en cuanto al comportamiento normal o anormal, la respiración o tos. Las observaciones clínicas se 
registraron en el Registro de Observación Clínica. 

Los cerdos nºs 46 (Grupo 1) y 98 (Grupos 9) murieron en el primer sitio de estudio. Estas dos muertes fueron 
catalogadas como muertes por hemorragia y no se realizaron necropsias en estos dos cerdos. En el segundo sitio 
de estudio, se realizó una necropsia a los cerdos que morían después de la provocación y antes del Día 50, y a los 25 
cerdos sometidos a eutanasia el Día 50. Se anotaron cualesquiera lesiones burdas y los porcentajes de lóbulos 
pulmonares con lesiones se registraron en el Formulario de Informe de la Necropsia. 

De cada uno de los cerdos a los que se realizó una necropsia en el segundo sitio de estudio, una muestra de tejido 
de las tonsilas, pulmones, corazón, hígado, nódulo linfático mesentérico se dispuso en un solo recipiente con 
formalina al 10% tamponada; mientras que otra muestra de tejido procedente de de los mismos órganos antes 30 
mencionados se dispuso en un Whirl-pak® (M-Tech Diagnostics Ltd., Thelwall, Reino Unido) y cada Whirl-pak® se 
dispuso en hielo. Cada recipiente se etiquetó apropiadamente. Las recogidas de muestras se registraron en el 
Formulario de Informe de la Necropsia. Después de ello, muestras de tejido fijado con formalina y el Formulario de 
Petición de Diagnóstico se suministraron para el ensayo de IHC. El ensayo de IHC se efectuó de acuerdo con 
procesos de laboratorio estándares para muestras de recepción, preparación de muestras y portaobjetos y técnicas 35 
de tinción. Tejidos recientes en Whirl-paks® fueron transportados con paquetes de hielo al Monitor del Estudio para 
el almacenamiento (-70° ± 10° C) y posible uso futuro.  

Los tejidos fijados con formalina fueron examinados por un patólogo en cuanto a la detección de PCV2 mediante 
IHC y se evaluaron utilizando el siguiente sistema de anotación: 0 = ninguno; 1 = tinción escasa positiva, pocos 
sitios; 2 = tinción moderada positiva, múltiples sitios; y 3 = abundante tinción positiva, difusa por todo el tejido. Para 40 
fines analíticos, una puntuación de 0 se consideró “negativa,” y una puntuación mayor que 0 se consideró “positiva.”  

Resultados 

Se dan seguidamente los resultados para este ejemplo. Se anota que los Cerdos nº 46 y 98 murieron los días 14 y 
25, respectivamente. Estas muertes fueron catalogadas como muertes por hemorragia. El Cerdo nº 11 (Grupo 1) 
resollaba con rápida respiración el Día 15. Por lo demás, todos los cerdos eran normales en cuanto al 45 
comportamiento, la respiración y la tos durante este periodo de observación y no se señalaron sucesos adversos 
sistémicos con ninguno de los grupos. No se señalaron reacciones en el sitio de inyección después de la 
vacunación el Día 0. Después de la vacunación el Día 14, siete (7) de catorce (14) cerdos del Grupo 1 (50,0%) tenía 
una hinchazón con una puntuación de “2” el Día 15. Cuatro (4) de catorce (14) cerdos del Grupo 1 (28,6%) seguía 
teniendo una hinchazón de “2” el Día 16. Ninguno de estos otros grupos experimentó reacciones en el sitio de 50 
inyección después de cualquier vacunación.  

Los resultados de la ganancia de peso media diaria (ADWG) se presentan a continuación en la Tabla 18. De los 
resultados del grupo se excluyó a los Cerdos nºs 46 y 98 que murieron de hemorragia. El Grupo 4, que recibía una 
dosis de 16 µg de vORF2 – Carbopol, tenía la ADWG más alta (0,52 ± 0,12 kg/día), seguido de los Grupos 1, 2, 3, 
5, 6 y 10 que tenían ADWGs que oscilaban entre 0,48 ± 0,10 kg/día a 0,50 ± 0,12 kg/día. El Grupo 9 tenía la ADWG 55 
más baja (0,40 ± 0,13 kg/día), seguido de los Grupos 8 y 7, que tenían ADWGs de 0,42 ± 0,14 kg/día y 0,41 ± 0,19 
kg/día, respectivamente.  
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Tabla 18. Sumario de las Ganancias de Peso Medias Diarias (ADWG) 

Grupo Tratamiento N ADWG kg/día 

(Día 25 a Día 50) o ajustada para cerdos muertos 
antes del Día 50 

1 rORF2 - 16 µg – IMS 1314 2 dosis 14 0,48 ± 0,14 kg/día 

2 vORF2 – 16 µg – Carbopol 2 dosis 15 0,50 ± 0,07 kg/día 

3 rORF2 – 16 µg – Carbopol 2 dosis 15 0,48 ± 0,09 kg/día 

4 vORF2 – 16 µg – Carbopol 1 dosis 15 0,52 ± 0,12 kg/día 

5 rORF2 – 4 µg – Carbopol 2 dosis 15 0,48 ± 0,12 kg/día 

6 rORF2 – 1 µg – Carbopol 2 dosis 15 0,50 ± 0,12 kg/día 

7 rORF2 – 0,25 µg – Carbopol 2 dosis 15 0,45 ± 0,20 kg/día 

8 KV > 8,0 log – Carbopol 2 dosis 15 0,42 ± 0,15 kg/día 

9 Controles de Provocación 14 0,36 ± 0,13 kg/día 

10 Controles Estrictos Negativos 15 0,48 ± 0,10 kg/día 

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

 

Los resultados de la serología de PCV2 se presentan a continuación en la Tabla 19. Todos los diez (10) grupos 
eran seronegativos para PCV2 el Día -3. El Día 14, los títulos de PCV2 seguían bajos para los diez (10) grupos 
(intervalo de 50-113). El Día 25, el Grupo 8, que recibía la vacuna de virus matado de células completas tenía el 5 
título de PCV2 más alto (4617), seguido del Grupo 2, que recibía 16 µg de vORF2 – Carbopol, el Grupo 4, que 
recibía como dosis única 16 µg de vORF2 – Carbopol, y el Grupo 3, que recibía 16 µg de rORF2 – Carbopol, que 
tenían títulos de 2507, 1920 y 1503, respectivamente. El Día 32 (una semana post provocación), los títulos para los 
Grupos 1-6 y el Grupo 8 oscilaban entre 2360 y 7619; mientras que los Grupos 7 (0,25 µg de rORF2 – Carbopol), 9 
(Control de Provocación) y 10 (control estricto negativo) tenía títulos de 382, 129 y 78, respectivamente. El Día 50 10 
(día de la necropsia), los diez (10) grupos mostró altos títulos de PCV2 (= 1257).  

Los Días 25, 32 y 50, el Grupo 3, que recibía dos dosis de 16 µg de rORF2 – Carbopol tenía títulos de anticuerpos 
mayores que el Grupo 1, que recibía dos dosis de 16 µg de rORF2 – IMS 1314. Los Días 25, 32 y 50, Grupo 2, que 
recibía dos dosis de 16 µg de vORF2 tenía títulos mayores que el Grupo 4, que recibía solamente una dosis de la 
misma vacuna. Los Grupos 3, 5, 6, 7, que recibían niveles decrecientes de rORF2 – Carbopol, de 16, 4, 1 y 0,25 µg, 15 
respectivamente, mostró títulos de anticuerpos correspondientemente decrecientes los Días 25 y 32. 

Tabla 19. Sumario del Grupo de Títulos IFA de PCV2 

Grupo Tratamiento Día -3 Día 14** Día 25*** Día 32 Día 50**** 

1 rORF2 - 16 µg – 

IMS 1314 2 dosis 

50 64 646 3326 4314 

2 vORF2 – 16 µg – Carbopol 2 
dosis 

50 110 2507 5627 4005 

3 rORF2 – 16 µg – Carbopol 2 
dosis 

50 80 1503 5120 6720 

4 vORF2 – 16 µg – Carbopol 1 
dosis 

50 113 1920 3720 1257 

5 rORF2 - 4 µg – 

Carbopol 2 dosis 

50 61 1867 3933 4533 

E06850366
24-05-2017ES 2 625 903 T3

 



33 

6 rORF2 - 1 µg – 

Carbopol 2 dosis 

50 70 490 2360 5740 

7 rORF2 – 0,25 µg – Carbopol 2 
dosis 

50 73 63 382 5819 

8 KV > 8,0 log – Carbopol 2 dosis 50 97 4617 7619 10817 

9 Controles de Provocación 50 53 50 129 4288 

10 Controles Estrictos Negativos 50 50 50 78 11205 

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

*Para fines de cálculo, un título IFA ≤100 se designó como un título de “50"; un título IFA ≥ 6400 se designó como 
un título de “12.800". 

**Día de Provocación 

***Día de la Necropsia 

 

Los resultados de las observaciones clínicas post-provocación se presentan a continuación. La Tabla 20 incluye 
observaciones para el Comportamiento Anormal, Respiración Anormal, Tos y Diarrea. La Tabla 21 incluye los 
resultados del Sumario de Incidencia de los Síntomas Clínicos Globales del Grupo y la Tabla 22 incluye los 
resultados del Sumario de Tasas de Mortalidad del Grupo Post-provocación. La incidencia del comportamiento 5 
anormal, respiración anormal y tos post-provocación era baja en cerdos que recibían 16 µg de rORF2–IMS 1314 
(Grupo 1), 16 µg de rORF2–Carbopol (Grupo 3), 1 µg de rORF2–Carbopol (Grupo 6), 0,25 µg de rORF2–Carbopol 
(Grupo 7), y en cerdos en el Grupo Control de Provocación (Grupo 9). La incidencia del comportamiento anormal, 
respiración anormal y tos post-provocación era cero en cerdos que recibían 16 µg de vORF2–Carbopol (Grupo 2), 
una dosis única de 16 µg de vORF2–Carbopol (Grupo 4), 4 µg de rORF2–Carbopol (Grupo 5), >8 log de KV–10 
Carbopol (Grupo 8), y en cerdos en el Grupo Control Estricto Negativo (Grupo 10).   

La incidencia global de los síntomas clínicos varió entre grupos. Los cerdos que recibían de 16 µg de vORF2–
Carbopol (Grupo 2), una dosis única de 16 µg de vORF2–Carbopol (Grupo 4), y los cerdos en el grupo control 
estricto negativo (Grupo 10) tenía tasas de incidencia de 0%; cerdos que recibían 16 µg de rORF2–Carbopol (Grupo 
3), y 1 µg de rORF2–Carbopol (Grupo 6) tenía tasas de incidencia de 6,7%; cerdos que recibían 16 µg de rORF2–15 
IMS 1314 (Grupo 1) tenían una tasa de incidencia global de 7,1%; cerdos que recibían 4 µg de rORF2–Carbopol 
(Grupo 5), 0,25 µg de rORF2–Carbopol (Grupo 7) y vacuna KV >8 log tenía tasas de incidencia de 13,3%; y cerdos 
en el Grupo Control de Provocación (Grupo 9) tenía una tasa de incidencia de 14,3%.  

También variaban las tasas de mortalidad global entre grupos. El grupo 8, que recibía 2 dosis de vacuna de KV 
tenía la tasa de mortalidad más alta de 20,0%; seguido del Grupo 9, el grupo control de provocación, y el Grupo 7, 20 
que recibía 0,25 µg de rORF2–Carbopol y tenía tasas de mortalidad de 14,3% y 13,3%, respectivamente. El Grupo 
4, que recibía una dosis de 16 µg de vORF2–Carbopol tenía una tasa de mortalidad de 6,7%.  Todos los otros 
Grupos 1, 2, 3, 5, 6 y 10 tenían una tasa de mortalidad del 0%.  

Tabla 20. Sumario de Observaciones del Grupo para el Comportamiento Anormal, Respiración Anormal y Tos Post-
Enfriamiento 25 

Grupo Tratamiento N Comporta-
miento 

Anormal1 

Comporta-miento 
Anormal2 

Tos3 

1 rORF2 - 16 µg – 

IMS 1314 2 dosis 

14 0/14 

(0%) 

0/14 

(0%) 

1/14 

(7,1 %) 

2 vORF2 – 16 µg – Carbopol 2 dosis 15 0/15 

(0%) 

0/15 

(0%) 

0/15 

(0%) 

3 rORF2 – 16 µg – Carbopol 2 dosis 15 0/15 

(0%) 

0/15 

(0%) 

1/15 

(6,7 %) 
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4 vORF2 – 16 µg – Carbopol 1 dosis 15 0/15 

(0%) 

0/15 

(0%) 

0/15 

(0%) 

5 rORF2 - 4 µg – 

Carbopol 2 dosis 

15 1/15 

(6,7 %) 

1/15 

(6,7 %) 

0/15 

(0%) 

6 rORF2 - 1 µg – 

Carbopol 2 dosis 

15 0/15 

(0%) 

0/15 

(0%) 

1/15 

(6,7 %) 

7 rORF2 – 0,25 µg – Carbopol 2 dosis 15 0/15 

(0%) 

1/15 

(6,7 %) 

1/15 

(0,67 %) 

8 KV > 8,0 log – Carbopol 2 dosis 15 1/15 

(6,7 %) 

1/15 

(6,7 %) 

0/15 

(0%) 

9 Controles de Provocación 14 1/14 

(7,1 %) 

1/14 

(7,1 %) 

2/14 

(14/3%) 

10 Controles Estrictos Negativos 15 0/15 

(0%) 

0/15 

(0%) 

0/15 

(0%) 

1Número total de cerdos en cada grupo que mostró algún comportamiento anormal durante al menos un día 

2Número total de cerdos en cada grupo que mostró alguna respiración anormal durante al menos un día 

3Número total de cerdos en cada grupo que mostró tos durante al menos un día 

 

Tabla 21.  Sumario de la Incidencia Global del Grupo de Síntomas Clínicos Post-Provocación 

Grupo Tratamiento N Incidencia de cerdos con 
Síntomas Clínicos1 

Tasa de 
Incidencia 

1 rORF2 - 16 µg – 

IMS 1314 2 dosis 

14 1 7,1 % 

2 vORF2 – 16 µg – Carbopol 2 dosis 15 0 0,0 % 

3 rORF2 – 16 µg – Carbopol 2 dosis 15 1 6,7 % 

4 vORF2 – 16 µg – Carbopol 1 dosis 15 0 0,0 % 

5 rORF2 - 4 µg – 

Carbopol 2 dosis 

15 2 13,3 % 

6 rORF2 - 1 µg – 

Carbopol 2 dosis 

15 1 6,7 % 

7 rORF2 – 0,25 µg – Carbopol 2 dosis 15 2 13,3 % 

8 KV > 8,0 log – Carbopol 2 dosis 15 2 13,3 % 

9 Controles de Provocación 14 2 14,3 % 

10 Controles Estrictos Negativos 15 0 0,0 % 
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vORF2 = ORF2 viral aislado; rORF2 = ORF2 expresado en baculovirus recombinante; KV o mató virus de células 
completos = virus PCV2 desarrollado en un cultivo celular adecuado 

1Número total de cerdos en cada grupo que mostró cualquier síntoma clínico durante al menos un día 

 

Tabla 22. Sumario de las Tasas de Mortalidad del Grupo Post-provocación 

Grupo Tratamiento N Muertes Post-
provocación 

Tasa de Mortalidad 

1 rORF2 - 16 µg – 

IMS 1314 2 dosis 

14 0 0,0 % 

2 vORF2 – 16 µg – Carbopol 2 dosis 15 0 0,0 % 

3 rORF2 – 16 µg – Carbopol 2 dosis 15 0 0,0 % 

4 vORF2 – 16 µg – Carbopol 1 dosis 15 1 6,7 % 

5 rORF2 - 4 µg – 

Carbopol 2 dosis 

15 0 0,0 % 

6 rORF2 - 1 µg – 

Carbopol 2 dosis 

15 0 0,0 % 

7 rORF2 – 0,25 µg – Carbopol 2 dosis 15 2 13,3 % 

8 KV > 8,0 log – Carbopol 2 dosis 15 3 20,0 % 

9 Controles de Provocación 14 2 14,3 % 

10 Controles Estrictos Negativos 15 0 0,0 % 

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

 

El Sumario del Porcentaje Medio de Lesiones Pulmonares y la Diagnosis Tentativa se da a continuación en la Tabla 
23. El Grupo 9, el grupo control de provocación, tenía el porcentaje más alto de lesiones pulmonares con una media 5 
de 10,81 ± 23,27%, seguido del Grupo 7, que recibía 0,25 µg de rORF2–Carbopol y tenía una media de 6,57 ± 
24,74%, el Grupo 5, que recibía 4 µg de rORF2–Carbopol y tenía una media de 2,88 ± 8,88%, y el Grupo 8, que 
recibía la vacuna de KV y tenía una media de 2,01 ± 4,98%. Los restantes seis (6) grupos tenían un porcentaje 
medio de lesiones pulmonares que oscilaba entre 0,11 ± 0,38% y 0,90 ± 0,15%.   

El diagnóstico tentativo de neumonía variaba entre los grupos. El Grupo 3, que recibía dos dosis de 16 µg de 10 
rORF2–Carbopol, tenía el diagnóstico tentativo de neumonía más bajo, con 13,3%. El Grupo 9, el grupo control de 
provocación, tenía al 50% del grupo diagnosticado tentativamente de neumonía, seguido del Grupo 10, el grupo 
control estricto negativo y el Grupo 2, que recibieron dos dosis de 16 µg de vORF2–Carbopol, con 46,7% de 40%, 
respectivamente, diagnosticado tentativamente de neumonía.  

Los Grupos 1, 2, 3, 5, 9 y 10 tenían el 0% del grupo diagnosticado tentativamente como infestado con PCV2; 15 
mientras que el Grupo 8, que recibía dos dosis de vacuna KV, tenía la más alta tasa en el grupo del diagnóstico 
tentativo de infección por PCV2, con el 20%. El Grupo 7, que recibía dos dosis de 0,25 µg de rORF2–Carbopol, y el 
Grupo 4, que recibía una dosis de 16 µg de vORF2–Carbopol tenían diagnósticos de grupo tentativos de infección 
por PCV2 en el 13,3% y 6,7% de cada grupo, respectivamente.  

Úlceras gástricas fueron sólo diagnosticadas en un cerdo en el Grupo 7 (6,7%); mientras que los otros 9 grupos 20 
permanecieron exentos de úlceras gástricas.  
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Tabla 23. Sumario del % Medio de Lesiones Pulmonares y Diagnóstico Tentativo en el Grupo 

Grupo Tratamiento N Nº de cerdos que secretó 
durante al menos un día 

Tasa de Incidencia 

1 rORF2 - 16 µg – 

IMS 1314 2 dosis 

15 0 0 % 

2 vORF2 – 16 µg – Carbopol 2 
dosis 

15 1 6,7 % 

3 rORF2 – 16 µg – Carbopol 2 
dosis 

15 3 20,0 % 

4 vORF2 – 16 µg – Carbopol 1 
dosis 

15 2 13,3 % 

5 rORF2 - 4 µg – 

Carbopol 2 dosis 

15 3 20,0 % 

6 rORF2 - 1 µg – 

Carbopol 2 dosis 

15 6 40,0 % 

7 rORF2 – 0,25 µg – Carbopol 2 
dosis 

15 7 46,7 % 

8 KV > 8,0 log – Carbopol 2 dosis 15 12 80 % 

9 Controles de Provocación 14 14 100,0 % 

10 Controles Estrictos Negativos 15 14 93,3 % 

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

 

El Sumario de los Resultados de la Incidencia IHC Positiva en el Grupo se muestra a continuación en la Tabla 24. 
El Grupo 1 (16 µg de rORF2 – IMS 1314) tenía la tasa de grupo más baja de resultados IHC positivos con 0% de los 
cerdos positivos para PCV2, seguido del Grupo 2 (16 µg de vORF2 – Carbopol) y del Grupo 4 (dosis única de 16 µg 5 
de vORF2 – Carbopol), que tenía tasas IHC del grupo de 6,7% y 13,3%, respectivamente. El Grupo 9, el grupo 
control de provocación, tenía la tasa de incidencia IHC positiva más alta con un 100% de los cerdos positivos para 
PCV2, seguido del Grupo 10, el grupo control estricto negativo, y el Grupo 8 (vacuna de KV), con 93,3% y 80% de 
los cerdos positivos para PCV2, respectivamente.  

Tabla 24.  Sumario de la Tasa de Incidencia IHC Positiva en el Grupo 10 

Grupo Tratamiento N Nº de cerdos que secretó 
durante al menos un día 

Tasa de Incidencia 

1 rORF2 - 16 µg – 

IMS 1314 2 dosis 

15 0 0 % 

2 vORF2 – 16 µg – Carbopol 2 
dosis 

15 1 6,7 % 

3 rORF2 – 16 µg – Carbopol 2 
dosis 

15 3 20,0 % 

4 vORF2 – 16 µg – Carbopol 1 
dosis 

15 2 13,3 % 

5 rORF2 - 4 µg – 

Carbopol 1 dosis 

15 3 20,0 % 
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6 rORF2 - 1 µg – 

Carbopol 2 dosis 

15 6 40,0 % 

7 rORF2 – 0,25 µg – Carbopol 2 
dosis 

15 7 46,7 % 

8 KV > 8,0 log – Carbopol 2 dosis 15 12 80 % 

9 Controles de Provocación 14 14 100,0 % 

10 Controles Estrictos Negativos 15 14 93,3 % 

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

 

Discusión 

En este ejemplo se evaluaron siete vacunas contra PCV2, que incluían una alta dosis (16 µg) de antígeno rORF2 
adyuvado con IMS 1314 administrado dos veces, una alta dosis (16 µg) de antígeno vORF2 adyuvado con Carbopol 
administrado una vez a un grupo de cerdos y dos veces a un segundo grupo de cerdos, una alta dosis (16 µg) de 5 
antígeno rORF2 adyuvado con Carbopol administrado dos veces, una dosis de 4 µg de antígeno rORF2 adyuvado 
con Carbopol administrado dos veces, una dosis de 1 µg de antígeno rORF2 adyuvado con Carbopol administrado 
dos veces, una baja dosis (0,25 µg) de antígeno rORF2 adyuvado con Carbopol administrado dos veces, y una alta 
dosis (> 8 log) de vacuna contra PCV2 de células enteras matadas, adyuvada con Carbopol. En general, el Grupo 
1, que recibía dos dosis de 16 µg de rORF2 – IMS 1314, se comportaba ligeramente mejor que los Grupos 2 a 7, 10 
que recibían vacunas que contenían diversos niveles de antígeno vORF2 o rORF2 adyuvado con Carbopol y mucho 
mejor que el Grupo 8, que recibía dos dosis de vacuna contra PCV2 de células enteras matadas. El Grupo 1 tenía 
la tercera ADWG más alta (0,81 ± 0,14 kg/día), la incidencia más baja de comportamiento anormal (0%), la 
incidencia más baja de respiración anormal (0%), una incidencia baja de tos (7,1%), una baja incidencia de 
síntomas clínicos globales (7,1%), estaba empatado con otros tres grupos en cuanto a la más baja tasa de 15 
mortalidad (0%), la segunda tasa más baja del % medio de lesiones pulmonares (0,15 ± 0,34%), la segunda tasa 
más baja de neumonía (21,4%) y la tasa de incidencia más baja para tejidos IHC positivos (0%). Sin embargo, el 
Grupo 1 era el único grupo en el que se observaban reacciones en el sitio de inyección, que incluía el 50% de los 
vacunados 1 día después de la segunda vacunación. Las otras vacunas administradas a los Grupos 2 a 7 se 
comportaban mejor que la vacuna matada y casi tan bien como la vacuna administrada al Grupo 1.  20 

El Grupo 8, que recibía dos dosis de vacuna contra PCV2 matada, adyuvada con Carbopol, tenía el peor conjunto 
de resultados para cualquier grupo de vacuna. El Grupo 8 tenía la ADWG más baja (0,42 ± 0,15 kg/día), la segunda 
tasa más alta de comportamiento anormal (6,7%), la tasa más alta de respiración anormal (6,7%), estaba empatada 
con otros tres grupos en cuanto a la tasa de incidencia global más alta de síntomas clínicos (13,3%), tenía la más 
alta tasa de mortalidad de todos los grupos (20%), y tenía la tasa IHC positiva más alta (80%) de cualquier grupo de 25 
vacuna. Había preocupación que la vacuna contra PCV2 de células enteras matadas pudiera no haber sido 
totalmente inactivada antes de la administración al Grupo 8, que puede explicar los pobres resultados de este 
grupo. Desgraciadamente, los datos definitivos no estaban disponibles para confirmar esta preocupación. En 
general, en el contexto de este ejemplo, una vacuna KV Convencional Matada no ayudaba a reducir la enfermedad 
asociada a PCV2.   30 

Como se ha mencionado previamente, ningún suceso adverso estaba asociado con las vacunas de ensayo, con la 
excepción de la vacuna adyuvada con IMS 1314.  Reacciones en el sitio de inyección se notaron en el 50,0% de los 
cerdos 1 día después de la segunda vacunación con la vacuna formulada con IMS 1314 y en el 28,6% de los 
cerdos 2 días después de la segunda vacunación. No se notaron reacciones en ningún cerdo que recibían vacunas 
adyuvadas con Carbopol. Debería continuarse con cualquier estudio adicional que incluía cerdos vacunados con 35 
vacunas adyuvadas con IMS 1314 para vigilar estrechamente a cerdos en cuanto a las reacciones en el sitio de 
inyección.  

Todos los cerdos eran sero-negativos para PCV2 el Día -3 y sólo el Grupo 2 tenía un título superior a 100 el Día 14. 
El Día 25 (día de la provocación), el Grupo 8 tenía el título de anticuerpos contra PCV2 más alto (4619), seguido del 
Grupo 2 (2507). Con la excepción de los Grupos 7, 9 y 10, todos los grupos mostraron una fuerte respuesta a los 40 
anticuerpos hacía el Día 32. Hacia el Día 50, todos los grupos, incluidos los Grupos 7, 9 y 10 mostraron una fuerte 
respuesta a los anticuerpos.   

Una de las características distintivas de la infección por PCV2 en fase tardía y el subsiguiente desarrollo de PMWS 
es el retardo en el crecimiento de cerdos destetados, y en casos graves, se observa una pérdida de peso. La 
ganancia de peso media diaria de los grupos es un método cuantitativo de demostrar el retardo de crecimiento o la 45 
pérdida de peso. En este ejemplo no había una gran diferencia en la ADWG entre grupos. El Grupo 8 tenía la más 
baja ADWG de 0,40 ± 0,12 kg/día, mientras que el Grupo 4 tenía la más alta ADWG 0,53 ± 0,11 kg/día. Dentro del 
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contexto de este estudio no había una diferencia suficiente entre grupos para basar la futura eficacia de la vacuna 
sobre la ADWG.   

Además de la pérdida de peso – dispnea, letargia, palidez de la piel y, a veces, íctero son síntomas clínicos 
asociados con PMWS. En este ejemplo, para cada grupo se observaron, de manera no frecuente, un 
comportamiento anormal y una respiración anormal y tos. Como se evidencia en este estudio, este modelo de 5 
provocación y cepa de provocación no dan como resultado síntomas clínicos abrumadores, y este no es un 
parámetro fuerte en el que basar la eficacia de la vacuna.   

En general, las tasas de mortalidad no eran tan altas en este ejemplo y la ausencia de una alta tasa de mortalidad 
en el grupo control de provocación limita este parámetro en el que basar la eficacia de la vacuna. Antes del Día 46, 
en cada uno de los Grupos 4 y 7 moría uno de quince cerdos, en el Grupo 9 morían dos de catorce cerdos y en el 10 
Grupo 8 morían tres de quince cerdos. Debido al hecho de que el Grupo 9, el grupo control de provocación, no 
mostraba síntomas clínicos de PCV2 y solamente se habían producido dos muertes en este grupo hacia el Día 46, 
se administró a todos los cerdos la vacuna MLV del Virus del Síndrome Respiratorio y Reproductor Porcino 
(PRRSV) MLV el Día 46.  Estudios anteriores habían utilizado INGELVAC® PRRS MLV como un inmunoestimulante 
para exasperar la enfermedad PMWS asociada a PCV2 y las tasas de mortalidad eran más altas en estos estudios 15 
anteriores. Se producían dos muertes poco después de administrar la vacuna PRRS el Día 46 – el Grupo 4 tenía 
una muerte el Día 46 y el Grupo 7 tenía una muerte el Día 47 – que probablemente no estaban asociadas con la 
administración de la vacuna PRRS. Hacia el Día 50, el Grupo 8, que recibía dos dosis de vacuna matada, tenía la 
más alta tasa de mortalidad (20%), seguido del Grupo 9 (control de provocación) y el Grupo 7 (0,25 µg de rORF2 – 
Carbopol), con tasas de mortalidad de 14,3% y 13,3%, respectivamente. En general, la administración tardía de la 20 
vacuna PRRS al modelo de provocación en la fase de observación post-provocación de este ejemplo no aumentaba 
significativamente las tasas de mortalidad.  

Lesiones burdas en cerdos con PMWS secundaria a la infección por PCV2 consistía típicamente en linfoadenopatía 
generalizada en combinación con uno o más de lo siguiente: (1) neumonía intersticial con edema interlobular, (2) 
palidez cutánea o íctero, (3) hígados atróficos moteados, (4) úlceras gástricas y (5) nefritis. En la necropsia (Día 25 
50), no se observó en ninguno de los grupos íctero, hepatitis ni nefritis. Una úlcera gástrica fue observada en un 
cerdo del Grupo 7, pero no se examinó específicamente una linfoadenopatía. En base a la presencia de lesiones 
que eran consistentes con una infección por PCV2, tres grupos tenían al menos un cerdo diagnosticado 
tentativamente con PCV2 (PMWS). El Grupo 8, que recibía dos dosis de vacuna matada, tenía un 20% 
diagnosticado tentativamente con PCV2, mientras que el Grupo 7 y el Grupo 4 tenían 13,3% y 6,7%, 30 
respectivamente, diagnosticado tentativamente con PCV2. El % medio de puntuaciones de lesiones pulmonares 
varíaba entre grupos en la necropsia. Los Grupos 1, 2, 3, 4, 6 y 10 tenían un bajo % de puntuación de lesiones 
pulmonares que oscilaba entre 0,11 ± 0,38% y 0,90 ± 0,15%. Como era de esperar, el Grupo 9, el grupo control de 
enfrentameinto tenía el % medio más alto de puntuaciones de lesiones pulmonares (10,81 ± 23,27%). En los cuatro 
grupos, el % medio de puntuaciones de lesiones pulmonares se elevó debido a uno hasta tres cerdos en cada uno 35 
de estos grupos que tenían puntuaciones muy altas de lesiones pulmonares. Las lesiones pulmonares eran 
rojas/púrpura y estaban consolidadas. Típicamente, las lesiones pulmonares asociadas con PMWS se describen 
como de color canela y no colapsables con edema interlobular.  Las lesiones pulmonares observadas en este 
estudio no se asociaron con una infección por PCV2 o puede estar presente un segundo agente infeccioso 
pulmonar. Dentro del contexto de este estudio, el % de puntuación de lesiones pulmonares no reflejan, 40 
probablemente, una medida verdadera de la cantidad de infección pulmonar debida a PCV2. De igual manera, 
también se puede haber sobre-utilizado un diagnóstico tentativo de neumonía. Cualquier cerdo con lesiones 
pulmonares, algunas tan pequeñas como del 0,10%, fueron listados con un diagnóstico tentativo de neumonía. En 
este ejemplo no había diferencia suficiente entre grupos con respecto a lesiones burdas y el % de lesiones 
pulmonares en las que basar la eficacia de la vacuna.  45 

Los resultados de IHC mostraron las mayores diferencias entre grupos. El Grupo 1 (16 µg de rORF2 – IMS 1314) 
tenía los resultados IHC positivos más bajos para el antígeno de PCV2 (0%); mientras que los Grupos 9 y 10 tenían 
los resultados IHC positivos más altos con tasas de incidencia de 100% y 93,3%, respectivamente. Los Grupos 3, 5, 
6 y 7, que recibían 16, 4, 1 ó 0.25 µg de antígeno rORF2, respectivamente, adyuvados con Carbopol, tenían tasas 
IHC positivas de 20%, 20%, 40% y 46,7%, respectivamente. El Grupo 2, que recibía dos dosis de 16 µg de vORF2 50 
adyuvado con Carbopol tenía una tasa IHC positiva de 6,7%, mientras que el Grupo 4, que recibía solamente una 
dosis de la misma vacuna, tenía una tasa IHC positiva de 13,3%. Debido a la naturaleza objetiva de este ensayo y 
al hecho de que los resultados de IHC se correlacionaban con los resultados esperados, el ensayo de IHC es 
probablemente uno de los mejores parámetros en los que basar la eficacia de la vacuna.   

Así, en un aspecto de la presente descripción, se determina la Dosificación Protectora Mínima (MPD) de un 55 
antígeno de ORF2 de PCV2 adyuvado con Carbopol en el modelo de cerdos CDCD en la cara de una provocación 
de PCV2. Cada uno de los Grupos 3, 5, 6 y 7 recibía dos dosis de antígeno rORF2 adyuvado con Carbopol, pero el 
nivel de antígeno rORF2 variaba para cada grupo. Cada uno de los Grupos 3, 5, 6 y 7 recibía 16, 4, 1 ó 0,25 µg de 
antígeno rORF2,  respectivamente. En general, la disminución del nivel de antígeno rORF2 redujo los títulos de 
anticuerpos de PCV2, y aumentó la tasa de mortalidad, el % medio de lesiones pulmonares y la incidencia de 60 
tejidos IHC positivos.  De los cuatro grupos que recibían niveles variables de rORF2 – Carbopol, los Grupos 3 y 5, 
que recibían dos dosis de 16 ó 4 µg de antígeno rORF2, respectivamente, cada uno tenía una tasa IHC positiva de 
solamente 20%, y cada uno tenía similares títulos de anticuerpos. En general, en base a los resultados IHC 
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positivos, la dosificación protectora mínima de antígeno rORF2 administrada dos veces es de aproximadamente 4 
µg. 

En otro aspecto de la presente descripción, se evaluó la antigenicidad de antígenos de PCV2  recombinante 
(rORF2) y VIDO R-1 (vORF2).  El Grupo 2 recibía dos dosis de 16 µg de vORF2 y el Grupo 3 recibía dos dosis de 
16 µg de rORF2. Ambas vacunas estaban adyuvadas con Carbopol. Se encontró que las dos vacunas eran seguras 5 
y ambas tenían una tasa de mortalidad de 0%. El Grupo 2 tenía un título de anticuerpos de PCV2 de 2507 el Día 
25, mientras que el Grupo 3 tenía un título de anticuerpos de PCV2 de 1503. El Grupo 3 tenía una menor 
puntuación del % medio de lesiones pulmonares que el Grupo 2 (0,11 ± 0,38% frente a 0,90 ± 0,15%), pero el 
Grupo 2 tenía una menor tasa de incidencia IHC positiva que el Grupo 3 (6,7% frente a 20%). En general, las dos 
vacunas tenían una antigenicidad similar, pero vORF2 estaba asociada con resultados IHC ligeramente mejores.  10 

Todavía en otro aspecto de la presente descripción, se determinó la idoneidad de dos adyuvantes diferentes 
(Carbopol e IMS 1314). Los dos Grupos 1 y 3 recibían dos dosis de vacuna que contenía 16 µg de antígeno rORF2, 
pero el Grupo 1 recibía el antígeno adyuvado con IMS 1314, mientras que el Grupo 3 recibía el antígeno adyuvado 
con Carbopol. Los dos grupos tenían esencialmente la misma ADWG, esencialmente la misma incidencia de 
síntomas clínicos post-provocación, la misma tasa de mortalidad, y esencialemente el mismo % medio de lesiones 15 
pulmonares; pero el Grupo 1 tenía una tasa IHC positiva de 0%, mientras que el Grupo 3 tenía una tasa IHC 
positiva de 20%. Sin embargo, el Grupo 3, que recibía la vacuna adyuvada con Carbopol, tenía mayores títulos de 
IFAT PCV2 los Días 25, 32 y 50 que el Grupo 1, que recibía la vacuna adyuvada con IMS 1314. En general, a pesar 
de que la vacuna contra PCV2 adyuvada con IMS 1314 proporcionaba mejores resultados IHC, no proporcionaba 
una protección abrumadoramente mejor frente a una infección por PCV2 ni inducía una reacción del sitio de 20 
inyección. Mientras que la vacuna contra PCV2 adyuvada con Carbopol se comportaba casi tan bien como la 
vacuna adyuvada con IMS 1314, pero no estaba asociada a ningún suceso adverso.  

Aún en otro aspecto de la presentedescripción, se determinó la idoneidad de ORF2 de PCV2 como 1 ml, 1 dosis de 
producto. Los Grupos 2 y 4 recibían ambos 16 µg de vacuna vORF2 adyuvada con Carbopol el Día 0, pero el Grupo 
2 recibía una segunda dosis el Día 14. El Grupo 4 tenía una ADWG ligeramente más alta y un menor % medio de 25 
lesiones pulmonares que el Grupo 2, pero el Grupo 2 tenía títulos IFAT PCV2 más altos los Días 25, 32 y 50, y una 
tasa de incidencia ligeramente menor de tejidos IHC positivos. Todos los otros resultados para estos dos grupos 
eran similares. En general, una dosis de vORF2 adyuvado con Carbopol se comportaba de manera similar a dos 
dosis de la misma vacuna. 
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<223>  Esta es una secuencia de aminoácidos para el circovirus porcino tipo 2,  
      marco de lectura abierto 2. 
 
<400> 11 
 5 

 

E06850366
24-05-2017ES 2 625 903 T3

 



51 

 

E06850366
24-05-2017ES 2 625 903 T3

 



52 

REIVINDICACIONES 

1. Una composición inmunogénica para uso en un método para prevenir la linfadenopatía asociada con la infección 
por PCV2 en cerdos, en la que la composición es para administrarse una vez en cerdos, comprendiendo dicha 
composición 4 µg a 200 µg de proteína ORF2 de PCF2 recombinante como el componente antigénico y de 100 µg a 
10 mg de adyuvante por dosis, en la que dicha proteína ORF2 de PCV2 recombinante se ha obtenido de manera 5 
que (a) las células susceptibles son infectadas con un vector de baculovirus recombinante que contiene secuencias 
codificantes de ADN de ORF2 de PCV2, (b) el polipéptido de ORF2 de PCV2 es expresado por dicho baculovirus 
recombinante, y (c) el polipéptido de ORF2 de PCV2 expresado se recupera del sobrenadante por filtración y el 
vector de baculovirus se inactiva. 

2. La composición inmunogénica de acuerdo con la reivindicación 1, en la que el adyuvante se selecciona de la 10 
clase de polímeros de ácido acrílico o metacrílico, que están reticulados. 

3. La composición inmunogénica de acuerdo con la reivindicación 1, en la que el adyuvante es Carbopol y en la que 
la composición inmunogénica comprende 500 µg a 5 mg de Carbopol por dosis. 

4. La composición inmunogénica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que la 
composición comprende 8 µg a 200 µg de proteína ORF2 de PCV2 recombinante. 15 

5. La composición inmunogénica de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que la composición 
inmunogénica es para administrarse a cerdos no mayores de 6 semanas. 

6. La composición inmunogénica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la que dicha 
composición comprende además un baculovirus recombinante que expresa la proteína ORF2 de PCV2 y el 
sobrenadante de cultivo celular. 20 

7. La composición inmunogénica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en la que dicha 
composición inmunogénica es estable durante un período de 24 meses. 

8. Uso de una composición inmunogénica que comprende 4 µg a 200 µg de proteína ORF2 de PCV2 recombinante 
como el componente antigénico y 100 µg a 10 mg de adyuvante por dosis, en el que dicha proteína ORF2 de PCV2 
recombinante se ha obtenido de manera que (a) las células susceptibles son infectadas con un vector de 25 
baculovirus recombinante que contiene secuencias codificantes de ADN de ORF2 de PCV2, (b) el polipéptido de 
ORF2 de PCV2 es expresado por dicho baculovirus recombinante, y (c) el polipéptido de ORF2 de PCV2 expresado 
se recupera del sobrenadante por filtración y el vector de baculovirus se inactiva, para la fabricación de un 
medicamento para la prevención de la linfadenopatía asociada con la infección por PCV2 en cerdos, en el que el 
medicamento se debe administrar una vez en cerdos. 30 

9. El uso de acuerdo con la reivindicación 8, en el que dicha administración debe hacerse por vía intramuscular. 
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