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DESCRIPCION

Métodos para reducir la actividad viricida en composiciones de PCV-2 y composiciones de PCV-2 con una
inmunogenicidad mejorada

Antecedentes
Campo de la invencion

La presente descripcion se refiere a métodos y composiciones para reducir la actividad viricida de composiciones
que normalmente presentarian algun grado de actividad viricida. Mediante el uso de los métodos de la presente
invencion, la actividad viricida de dichas composiciones puede reducirse en comparacion con la actividad viricida de
una composicién que no incluye las etapas de la presente invencion. Mas especificamente, la presente invencion se
refiere a métodos para producir composiciones antigénicas de Circovirus Porcino de Tipo Il (PCV-2) de manera que
presentan una actividad viricida relativamente escasa o ninguna en comparaciéon con composiciones conocidas en la
materia que usan métodos deteccion normales y en particular, en comparacion con las composiciones no producidas
por un método de acuerdo con la presente invencién. La presente descripcion también se refiere a una nueva
composicion inmunogénica, preferentemente a una composicion que contiene PCV-2 producida de acuerdo con el
método proporcionado por la presente solicitud de patente, caracterizada preferentemente por una actividad
reducida o no viricida con respecto a composiciones comparables descritas en la materia. De acuerdo con un
aspecto adicional, la presente descripcion también proporciona composiciones inmunogénicas que comprenden el
antigeno de PCV-2 purificado, preferentemente el antigeno de PCV-2 purificado con una inmunogenicidad mejorada.

Descripcion de la técnica anterior

El circovirus porcino de tipo 2 (PCV-2) es un virus de ADN pequefio (17 - 22 nm de diametro), icosahédrico, sin
envuelta, que contiene un genoma circular monocatenario. EI PCV-2 comparte una identidad de secuencia de
aproximadamente 80% con la del circovirus porcino de tipo 1 (PCV-1). Sin embargo, a diferencia del PCV-1, que es
generalmente no virulento, los cerdos infectados por PCV-2 presentan un sindrome normalmente denominado
sindrome debilitante multisistémico post-destete (PMWS). Clinicamente, el PMWS se caracteriza por un
debilitamiento, palidez de la piel, un desarrollo poco vigoroso, dificultad respiratoria, diarrea, icterus e ictericia. En
algunos cerdos afectados, resultara evidente una combinacion de todos los sintomas, mientras que otros cerdos
solamente tendran uno o dos de estos sintomas. Durante la necropsia, también aparecen lesiones microscépicas y
macroscopicas en tejidos y érganos multiples, siendo los érganos linfoides los sitios mas comunes de las lesiones.
Se ha observado una fuerte correlacion entre la cantidad de acido nucleico de PCV-2 o antigeno y la gravedad de
las lesiones linfoides microscépicas. Los indices de mortalidad para los cerdos infectados por PCV-2 pueden
acercarse a un 80%. Ademas del PMWS, el PCV-2 se ha asociado con otras infecciones diversas que incluyen
pseudorrabia, sindrome reproductivo y respiratorio porcino (PRRS), enfermedad de Glasser, meningitis
estreptocdcica, salmonelosis, colibacilosis post-destete, hepatosis dietética y bronconeumonia supurativa.

Para reducir el impacto de infecciones por PCV-2 en cerdos se encuentran disponibles diversas vacunas. La Patente
de Estados Unidos N° 6.703.023 proporcionauna vacuna basada en ADN para la profilaxis de cerdos contra el
PMWS. En el documento WO 03/049703 se describe la produccion de una vacuna quimérica viva, que comprende el
virus PCV1 no patdégeno en donde, sin embargo, la proteina ORF2 se sustituye por la proteina ORF2 del PCV-2
patégeno. Los documentos WO 99/18214 y WO 99/29717 proporcionan diversas cepas de PCV-2 y procedimientos
para la preparacion de una vacuna PVC2 inactivada. La preparacién de vacunas subunitarias también se ha descrito
en los documentos WO 99/18214 y WO 99/29717. En el documento WO 06/072065 se ha descrito una vacuna
subunitaria eficaz basada en ORF2. En el documento WO 07/28823, también se describe otra vacuna subunitaria
basada en ORF-2. Sin embargo, ninguna de las vacunas descritas en la técnica anterior incluye un antigeno de
PCV-2 no viricida y/o purificado, preferentemente un antigeno ORF2 del PCV-2 muy purificado.

Las composiciones inmunogénicas contra PCV-2 y diversas composiciones inmunogénicas contra otros patégenos a
menudo poseen un efecto viricida sobre otros antigenos. Las nomas reguladoras actuales (9 CFR 113.35) permiten
alguna actividad viricida en composiciones multivalentes, pero esta actividad viricida no produce una pérdida de mas
de 0,7 logs/ml de un virus vivo o UFC de menos de 0,7 logs/ml de bacterias vivas cuando se combina con los otros
componentes de la composicién inmunogénica. Las composiciones que poseen mas actividad viricida que la
permitida no pueden combinarse con otros antigenos para crear una vacuna multivalente.

La proteina del marco abierto de lectura (ORF2) del PCV-2, que posee un peso molecular aproximado de 30 kDa
cuando se procesa sobre gel SDS-PAGE, se ha utilizado en el pasado como un componente antigénico en vacunas
y composiciones inmunogénicas para PCV-2. Los métodos tipicos para obtener una ORF2 para su uso en dichas
vacunas y composiciones generalmente consisten en amplificar el ADN del PCV-2 que codifica a la ORF2, que
expresa la proteina ORF2 dentro de una célula hospedadora y extraer la proteina ORF2 de la célula hospedadora
mediante lisis celular. El lisado celular recuperado con la ORF2 se usa después como la parte antigénica de una
composicion inmunogénica o vacuna. En algunos casos el lisado celular que contiene la ORF2 se separa de los
residuos celulares.

En los documentos W02006/072065 y W02007/076520, respectivamente, se describe la obtencién de un liquido
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que contiene el antigeno de PCV-2, en donde el sobrenadante de células infectadas con baculovirus que expresa la
proteina ORF-2 de PCV-2 se separa de las células mediante centrifugacion y microfilirado a través de una
membrana de tamafio de poro de 0,45-1,0 ym.

En el documento Liu et al. J Vet Med Sci. 66 (3): 237-42 (2004), que se refiere al desarrollo de un ELISA basado en
la proteina de la capside expresada en baculovirus del circovirus porcino tipo 2 como antigeno (titulo de Liu et al.),
se describe un proceso para purificar una proteina ORF-2 con el epitopo V5 y la secuencia de la etiqueta de histidina
afiadidos en el extremo C en condiciones de desnaturalizacion. El proceso comienza con la lisis de células
cosechadas en tampon de lisis desnaturalizante, seguido de una cromatografia de afinidad en condiciones de
desnaturalizacion y la liberacion de la proteina con un tampdén de elucién desnaturalizante, y finaliza con la dialisis
de las fracciones eluidas para la separacion de urea y replegamiento de la proteina (pagina 238, columna de la
derecha, parrafo 2 de Liu et al.).

Lo que se necesita es un método para reducir la actividad viricida de las composiciones inmunogénicas que
contienen en su interior PCV-2 y antigenos de manera que puedan cumplirse los requisitos reguladores y puedan
administrarse composiciones multivalentes eficaces. Ademas se necesitan métodos para disminuir o reducir la
actividad y el efecto viricida de las composiciones que contienen PCV-2 en el Virus del Sindrome Reproductivo y
Respiratorio Porcino (PRRSV). Ademas también se necesitan composiciones inmunogénicas que se hayan sometido
a los métodos de la presente invencion de manera que su actividad viricida se haya reducido a estandares
aceptables y que puedan combinarse con otros antigenos para formar composiciones inmunogénicas multivalentes.

Sumario de la invenciéon

La realizacion practica de la presente descripcion empleara, a menos que se indique de otra manera, técnicas
convencionales de biologia molecular, microbiologia, tecnologia de ADN recombinante, quimica de proteinas e
inmunologia, que estan dentro de la experiencia de la técnica. Dichas técnicas se explican por completo en la
bibliografia. Véase, por ejemplo, Sambrook, Fritsch & Maniatis, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Vols. |, Il y
[ll, Segunda Edicién (1989); DNA Cloning, Vols. I y Il (D. N. Glover ed. 1985); Oligonucleotide Synthesis (M. J. Gait
ed. 1984); Nucleic Acid Hybridization B. D. Hames & S. J. Higgins eds. (1984); Animal Cell Culture (R. K. Freshney
ed. 1986); Immobilized Cells and Enzymes (IRL press, 1986); Perbal, B., A Practical Guide to Molecular Cloning
(1984); the series, Methods In Enzymology (S. Colowick y N. Kaplan eds., Academic Press, Inc.); Protein purification
methods — a practical approach (E.L.V. Harris y S. Angal, eds., IRL Press at Oxford University Press); y Handbook of
Experimental Immunology, Vols. I-IV (D. M. Weir y C. C. Blackwell eds., 1986, Blackwell Scientific Publications).

Antes de describir la presente invencion con detalle, debe entenderse que esta descripcion no se limita a ADN
particular, a secuencias polipeptidicas o a parametros de procesos los cuales, pueden por supuesto variar.También
debe entenderse que la terminologia usada en el presente documento es con el propdsito de describir aspectos
particulares de la descripcion Unicamente y no pretende ser limitante. Debe observarse que, como se usa en la
presente memoria descriptiva y en las reivindicaciones adjuntas, las formas en singular "un", "una", "el"y "la" incluyen
referencias plurales a menos que el contenido dictamine claramente otra cosa. Por tanto, por ejemplo, la referencia a
"un antigeno" incluye una mezcla de dos o mas antigenos, la referencia a "un excipiente" incluye mezclas de dos o

mas excipientes y similares.

La presente invencion resuelve los problemas intrinsecos en la técnica anterior y proporciona un avance distinto en
el estado de la técnica. Generalmente, la presente descripcién proporciona método para producir una composicion
antigénica de PCV-2 que comprende las etapas de i) obtener un primer liquido que contenga un antigeno de PCV-2
y ii) separar al menos una parte del primer liquido del antigeno de PCV-2. Preferentemente, el antigeno de PCV-2 se
usa como o en la composicion antigénica de PCV-2.

La presente invencién proporciona:
[1] Un método para producir una composicion antigénica de PCV-2 que comprende las etapas de:

i) obtener un primer liquido que contiene el antigeno de PCV-2 que comprende particulas similares a virus de la
proteina ORF-2; y

ii) separar al menos una porcién del primer liquido del antigeno de PCV-2 que comprende particulas similares a
virus de la proteina ORF-2 mediante una etapa de filtracién que utiliza un filiro, en donde el filtro incluye una
membrana semipermeable que tiene un tamafio de poro promedio que es mas pequefio que el antigeno de PCV-
2 para evitar asi el paso de al menos 90% del antigeno de PCV-2 a través de los poros de la membrana
semipermeable y mantener el antigeno de PCV-2 dentro del filtro, en donde la porcién del primer liquido se
separa del antigeno de PCV-2 mediante un intercambio de la porcién del primer liquido contra un segundo
liquido, en donde el segundo liquido es diferente del primer liquido, y en donde el intercambio de la porcion del
primer liquido con el segundo liquido comprende las etapas de:

a) adicion de liquido que comprende afiadir el segundo liquido al primer liquido que contiene el antigeno de
PCV-2;y
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b) concentracion del antigeno de PCV-2 de 3X a 50X en comparacion con el volumen del primer liquido
separando una porcion del primer y segundo liquidos; y

iii) mezclar el antigeno de PCV-2 que queda después de la etapa ii) con un componente adicional seleccionado
del grupo que consiste en vehiculos, adyuvantes, diluyentes, excipientes y combinaciones farmacéuticamente
aceptables de los mismos.

[2] El método de acuerdo con [1], en donde la etapa de concentracion y la etapa de adicion de liquido se realizan de
manera sustancialmente simultanea.

[3] El método segun [1] o [2], en donde la etapa de concentracion y la etapa de adicion de liquido se realizan al
menos dos veces.

[4] El método de acuerdo con uno cualquiera de [1] a [3], en donde el filtro tiene un tamafio medio de poro que
impide el paso de al menos el 90% de proteinas de 50 kDa a 500 kDa de tamafio.

[5] El método de acuerdo con uno cualquiera de [1] a [4], en donde la actividad viricida de la composicion antigénica
de PCV-2 se reduce en al menos 10% en comparacion con el liquido que no se ha sometido al método.

[6] El método de acuerdo con uno cualquiera de [1] a [5], en donde la composicion antigénica de PCV-2 producida
por las etapas i) a ii) causa una pérdida de menos de 1 log TCIDso por ml de virus vivo o menos de 1 log UFC por ml
de una bacteria viva, cuando el virus vivo o la bacteria viva se mezcla con la composicién antigénica de PCV-2
durante 2 o mas horas.

[7] El método de acuerdo con uno cualquiera de [1] a [6], en donde la composicion antigénica de PCV-2 producida
por las etapas i) a ii) causa una pérdida de menos de 0,7 log TCIDs por ml de virus vivo o menos de 0,7 log CFU por
ml de una bacteria viva, cuando el virus vivo o la bacteria viva se mezcla con la composiciéon antigénica de PCV-2
durante 2 o mas horas.

[8] EI método de acuerdo con uno cualquiera de [1] a [7], en donde el método comprende adicionalmente la etapa de
recoger el antigeno de PCV-2 que queda después de la etapa ii).

[9] El método de acuerdo con [8], en donde el método comprende ademas la etapa de purificar la cosecha de la
etapa ii) que comprende el antigeno de PCV-2, por procedimiento cromatografico.

[10] ElI método segun [9], en donde el antigeno de PCV-2 se purifica a un grado de pureza del antigeno de PCV-2 de
mas del 50% (p/p) con referencia a la cantidad total de proteina.

[11] El método de acuerdo con uno cualquiera de [1] a [10], en donde el componente adicional es un adyuvante.
[12] El método segun [11], en donde el adyuvante es Carbomer.

[13] El método de acuerdo con uno cualquiera de [1] a [12], en donde el método comprende adicionalmente la etapa
de combinar la composicion antigénica de PCV-2 con al menos un antigeno adicional.

[14] ElI método de acuerdo con [13], en donde el al menos un antigeno adicional incluye antigeno de Virus de
Sindrome Reproductivo y Respiratorio Porcino y/o antigeno de Mycoplasma hyopneumoniae.

Para los fines de la presente invencion, un “primer liquido” se refiere a un liquido acuoso, o medio fluido, tipicamente
usado en combinacién con células, antigenos, composiciones inmunogénicas, vacunas Yy similares.
Preferentemente, el primer liquido comprende medios de una composicion antigénica, mas preferentemente, el
primer liquido comprende o consta preferentemente de medios de cultivo celulares usados para la produccién de
proteinas recombinantes en células hospedadoras cultivadas. Las células hospedadoras cultivadas pueden ser
bacterias, levaduras, células de insecto, células de animales y células de mamiferos, prefiriendo particularmente las
células de insecto y de mamifero. Por tanto, el primer liquido puede comprender o constar de medios para el cultivo
de bacterias, levaduras, células de insectos, células de animales o células de mamiferos. Preferentemente, el medio
celular es medio celular asérico y mas preferentemente el medio de cultivo es medio asérico EX-CELL® 420, en
donde usan células de insecto. El medio EX-CELL® 420 es un medio completo sin proteinas y que contiene L-
glutamina y se desarrollé y optimizé para el cultivo asérico de lineas celulares de insectos Sf9 y Sf21.

Para los fines de la presente invencion, un “segundo liquido”, se refiere a cualquier liquido normalmente usado en
combinacién con células, antigenos, composiciones inmunogénicas, vacunas y similares, que es diferente al primer
liquido. Preferentemente, el segundo liquido es una solucion acuosa, incluso mas preferentemente es una solucion
farmacéuticamente aceptable e incluso mas preferentemente un tampédn, tal como un tampoén de solucién salina o
fosfato y similar. Mas preferentemente, el segundo liquido se caracteriza porque no es viricida con respecto a ningun
virus vivo o ninguna bacteria viva (en el presente documento, salvo que se indique explicitamente o sea evidente a
partir del contexto el término “viricida” incluye actividad bactericida), en donde el virus vivo o la bacteria viva se
cultiva en o se conserva en dicho liquido.
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Para los fines de la presente invencion, “parte”, se refiere a cualquier cantidad que no incluya toda la cantidad. Por
ejemplo, una parte de liquido seria cualquiera menor a un 100% del volumen del liquido, tal como 90% del liquido,
80% del liquido, 70% del liquido y todas las cantidades entre mas de 0% y menos de 100%.

Un “antigeno de PCV-2” se refiere a cualquier composicion de la materia que comprenda al menos un antigeno que
pueda inducir, estimular o potenciar la respuesta inmunitaria contra infeccion por PCV-2, cuando se administra a un
animal, preferentemente a un cerdo. Preferentemente, el antigeno de PCV-2 es el virus PCV-2 completo,
preferentemente en una forma inactivada, un virus PCV-2 atenuado o modificado vivo, un virus quimérico que
comprende al menos una secuencia de aminoacidos inmunogénica de PCV-2, o cualquier otro polipéptido o
componente que comprenda al menos una secuencia de aminoacidos inmunogénica de PCV-2, preferentemente
ORF2. Las expresiones "proteina inmunogénica”, “polipéptido inmunogénico” o “secuencia de aminoacidos
inmunogénica”, como se usa en el presente documento, se define a cualquier secuencia de aminoacidos de PCV-2,
que provoca una respuesta inmunitaria en un hospedador contra PCV-2. Preferentemente, dicha proteina
inmunogénica, polipéptido inmunogénico o aminoacido inmunogénico de PCV-2 es cualquiera de los descritos o
proporcionados en la Solicitud de Patente Internacional WO 2006/072065, o es cualquier otro polipéptido de PCV-2
conocido en la materia. Por ejemplo, una secuencia representativa de ADN de la ORF2 del PCV-2 comprende la
secuencia de nucledtidos con el N° de Acceso Genbank AF086834 (SEQ ID NO: 3) y SEQ ID NO: 4.

Sin embargo, los expertos en la materia entienden que esta secuencia podria variar tanto como 1-10% en cuanto a
la homologia de secuencia y conservar aun las caracteristicas antigénicas que la hacen util en composiciones
inmunogénicas. Las caracteristicas antigénicas de una composicion inmunoldgica pueden calcularse, por ejemplo,
mediante el experimento de exposicion como se proporciona en el Ejemplo 4 del documento WO 06/072065.
Ademas, las caracteristicas antigénicas de un antigeno modificado ain se conservan, cuando el antigeno
modificado confiere al menos 70%, preferentemente 80%, mas preferentemente 90% de la inmunidad protectora, en
comparacion con la proteina ORF-2 del PCV-2, codificada por la secuencia de polinucleétidos de la SEQ ID NO: 3 o
SEQ ID NO: 4, como se proporciona en el documento WO 06/072065. Otros antigenos ORF2 del PCV-2 preferidos
son los siguientes:

i) un polipéptido que comprende la secuencia de la SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO:
10 o SEQ ID NO: 11 del documento WO 06/072065,

ii)  cualquier polipéptido que sea 80% homadlogo y/o idéntico al polipéptido de i),
iii) cualquier parte inmunogénica de los polipéptidos de i) y/o ii),

iv) la parte inmunogénica de iii), que comprende al menos 5, preferentemente 8, mas preferentemente 10
aminoacidos contiguos de cualquiera de las secuencias de la SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 9, SEQ
ID NO: 10 0 SEQ ID NO: 11 del documento WO 06/072065,

v) un polipéptido codificado por un ADN que comprende la secuencia de la SEQ ID NO: 3 o SEQ ID NO: 4 del
documento WO 06/072065,

vi) cualquier polipéptido codificado por un polinucleétido que es al menos 80% homdlogo y/o idéntico al
polinucleétido de v),

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

viii) la parte inmunogénica de vii), en donde el polipéptido que codifica la parte inmunogénica comprende al
menos 30 nucleodtidos contiguos incluidos en las secuencias de la SEQ ID NO: 3 o SEQ ID NO: 4 del documento
WO06/072065.

El listado de secuencias del documento WO06/072065 es idéntico al listado de secuencias adjunto a esta solicitud.

Preferentemente cualquiera de las partes inmunogénicas descritas anteriormente poseen las caracteristicas
antigénicas del antigeno ORF2 del PCV-2 codificado por la secuencia SEQ ID NO: 3 o SEQ ID NO: 4 del documento
WO06/072065.

“Identidad de secuencia”, tal y como se conoce en la técnica, se refiere a una relacion entre dos o mas secuencias
de polipéptidos o dos o mas secuencias de polinucleétidos, particularmente una secuencia de referencia y una
secuencia proporcionada a comparar con la secuencia de referencia. La identidad entre secuencias se determina
comparando la secuencia proporcionada con la secuencia de referencia después de haber alineado de forma 6ptima
las secuencias para producir el grado mas alto de similitud de secuencia, segun se determina por el apareamiento
entre las hebras de dichas secuencias. Tras el alineamiento, la identidad entre secuencias se constata sobre una
base de posicion-a-posicion, por ejemplo, las secuencias son “idénticas” en una posicion particular si en esa
posicion los restos de nucleétidos o de aminoacidos son idénticos. EI niUmero total de dichas identidades de posicion
se divide después entre el nimero total de nucleétidos o restos en la secuencia de referencia para proporcionar el %
de identidad entre secuencias. Como ilustracién, para un nucleétido que tiene una secuencia de nucleétidos que
tiene al menos, por ejemplo, 85%, preferentemente 90%, incluso mas preferentemente 95% de "identidad entre
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secuencias" con una secuencia de nucleétidos de referencia, se entiende que la secuencia de nucledtidos del
polinucleétido proporcionado es idéntica a la secuencia de referencia, excepto que la secuencia de nucleétidos
proporcionada puede incluir hasta 15, preferentemente hasta 10, incluso mas preferentemente hasta 5 mutaciones
puntuales por cada 100 nucledtidos de la secuencia de nucledtidos de referencia. En otras palabras, en un
polinucledtido que tenga una secuencia de nucleétidos que tenga al menos 85%, preferentemente 90%, incluso mas
preferentemente 95% de identidad con relaciéon a la secuencia de nucledtidos de referencia, hasta 15%,
preferentemente 10%, incluso mas preferentemente 5% de los nucledtidos en la secuencia de referencia puede
tener separaciones o estar sustituido con otro nucleétido, o un cierto nimero de nucleétidos de hasta 15%,
preferentemente 10%, incluso mas preferentemente 5% de los nucledtidos totales en la secuencia de referencia
puede estar insertado en la secuencia de referencia. Estas mutaciones de la secuencia de referencia pueden
producirse en las posiciones terminales 5' 6 3' de la secuencia de nucleétidos de referencia o en cualquier parte
entre esas posiciones terminales, entremezcladas bien individualmente entre nucleétidos en la secuencia de
referencia o bien en uno o mas grupos contiguos dentro de la secuencia de referencia. Analogamente, para un
polipéptido que posea una secuencia de aminoacidos proporcionada que posea al menos, por ejemplo, 85%,
preferentemente 90%, incluso mas preferentemente 95% de identidad entre secuencias con una secuencia de
aminoacidos de referencia, se entiende que la secuencia de aminoacidos del polipéptido proporcionado es idéntica a
la secuencia de referencia excepto que la secuencia de polipéptidos proporcionada puede incluir hasta 15,
preferentemente hasta 10, incluso mas preferentemente hasta 5 modificaciones de aminoacidos por cada 100
aminoacidos de la secuencia de aminoacidos de referencia. En otras palabras, para obtener una secuencia de
polipéptidos dada que tenga al menos 85%, preferentemente 90%, incluso mas preferentemente 95% de identidad
entre secuencias con una secuencia de aminoacidos de referencia, hasta 15%, preferentemente hasta 10%, incluso
mas preferentemente hasta 5% de los restos aminoacidos en la secuencia de referencia puede tener separaciones o
estar sustituido con otro aminoacido, o un cierto nimero de aminoacidos de hasta 15%, preferentemente hasta 10%,
incluso mas preferentemente hasta 5% del nimero total de restos aminoacidos en la secuencia de referencia puede
estar insertado en la secuencia de referencia. Estas modificaciones de la secuencia de referencia pueden producirse
en las posiciones amino o carboxi terminales de la secuencia de aminoacidos de referencia o en cualquier parte
entre esas posiciones terminales, entremezcladas individualmente entre restos en la secuencia de referencia o en
uno o mas grupos contiguos dentro de la secuencia de referencia. Preferentemente, las posiciones de los restos que
no son idénticas se diferencian por sustituciones de aminoacidos conservativas. Sin embargo, las sustituciones
conservativas no estan incluidas como un apareamiento cuando se determina la identidad entre secuencias.

Para los fines de la presente invencién, un virus "vivo" o una bacteria “viva” se refiere a un virus o a una bacteria que
puede replicarse en un hospedador. Un virus vivo preferido y una bacteria viva preferida de la presente invencion
son los virus del PRRS y la bacteria Mycoplasma hyopneumonia respectivamente. Sin embargo, la expresion virus
vivo o bacteria viva no se limita al virus del PRRS ni a la bacteria Mycoplasma hypneumoniae, respectivamente.

La parte del primer liquido puede separarse del antigeno de PCV-2 por un cambio en la parte del primer liquido por
un segundo liquido en donde el segundo liquido es diferente del primer liquido (véase la definicion de segundo
liquido). Por tanto, de acuerdo con un aspecto adicional, la presente solicitud proporciona un método para producir
una composicion antigénica de PCV-2 que comprende las etapas de i) obtener un primer liquido que contenga un
antigeno de PCV-2 , ii) separar al menos una parte del primer liquido del antigeno de PCV-2, en donde la parte del
primer liquido se separa del antigeno de PCV-2 por un intercambio de la parte del primer liquido por un segundo
liquido y en donde el segundo liquido es diferente del primer liquido. Preferentemente, el intercambio de la parte del
primer liquido por el segundo liquido comprende las etapas de a) afiadir el segundo liquido al primer liquido que
contiene el antigeno de PCV-2 y b) concentrar el antigeno de PCV-2 separando una parte del primer y segundo
liquido del antigeno de PCV-2. Por tanto, de acuerdo con un aspecto adicional, la presente solicitud proporciona un
método para producir una composicion antigénica de PCV-2 que comprende las etapas de i) obtener un primer
liquido que contenga un antigeno de PCV-2 , ii) separar al menos una parte del primer liquido del antigeno de PCV-2
por un intercambio de al menos una parte del primer liquido por un segundo liquido que comprende las etapas a)
afadir el segundo liquido al primer liquido que contiene el antigeno de PCV-2 y b) concentrar el antigeno de PCV-2
separando una parte del primer y segundo liquido del antigeno de PCV-2.

La parte del primer liquido puede separarse del antigeno de PCV-2 por una etapa de filtracion utilizando un filtro. Sin
embargo, puede usarse cualquier otro método conocido por un experto en la materia para separar la parte de
cualquier liquido, incluyendo el primero y, si fuera aplicable, una parte del segundo liquido del antigeno de PCV-2.
Dicho método, por ejemplo, incluye pero sin limitacion, centrifugacion y/o cromatografia. Sin embargo, se prefiere
mas la filtraciéon. Un método de filtracion preferido para separar la parte del primer liquido o de cualquier otro liquido,
cuando sea aplicable, comprende la ultra- y/o dia-filiracion. La ultra- y dia-filtracion son métodos convencionales
conocidos por un experto en la materia, descritos con detalle, por ejemplo, en Protein Purification Methods - A
Practical Approach — editors: E.L.V. Harris y S. Angel, Oxford University Press 1995. En particular, en el Capitulo 3
de este libro de texto, se describen diversos métodos y tipos de equipos, todos los cuales puede usar un experto
habitual en la materia de una manera ilustrativa para los fines de la presente invencion. Por tanto, de acuerdo con un
aspecto adicional, la presente solicitud proporciona un método para producir una composicion antigénica PCF-2 que
comprende las etapa de i) obtener un primer liquido que contenga un antigeno de PCV-2 , ii) separar al menos una
parte del primer liquido del antigeno de PCV-2, en donde la parte del primer liquido se separa del antigeno de PCV-
2 por filtracién, preferentemente por dia- o ultrafitracion. Preferentemente, la parte del primer liquido se separa del
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antigeno de PCV-2 por un intercambio de al menos una parte del primer liquido por un segundo liquido que
comprende las etapas a) afiadir el segundo liquido al primer liquido que contiene el antigeno de PCV-2 y b)
concentrar el antigeno de PCV-2 separando una parte del primer y segundo liquido del antigeno de PCV-2 .

Como se ha definido anteriormente, un segundo liquido preferido para usar en cualquiera de los métodos descritos
es un tampon, prefiriéndose preferentemente de manera particular un tampoén con solucion salina fisiolégicamente
aceptable. Por tanto, de acuerdo con un aspecto adicional, la presente solicitud proporciona un método para producir
una composicion antigénica de PCV-2 que comprende las etapas de i) obtener un primer liquido que contenga un
antigeno de PCV-2, ii) separar al menos una parte del primer liquido del antigeno de PCV-2, por un intercambio por
un tampon, preferentemente un tampon fisioldgicamente aceptable tal como un tampdn con solucion salina o fosfato
o similar. Preferentemente, la parte del primer liquido se separa del antigeno de PCV-2 por filtracion,
preferentemente por dia- y/o ultrafiltracion. Mas preferentemente, la parte de intercambio de al menos una parte del
primer liquido por el tampdn, preferentemente el tampdn fisioldgicamente aceptable, tal como tampdén con solucion
salina o fosfato o similar, comprende las etapas de a) afiadir el tampon, preferentemente el tampén fisioldgicamente
aceptable, tal como tampoén con solucion salina o fosfato o similar, al primer liquido que contiene el antigeno de
PCV-2 y b) concentrar el antigeno de PCV-2 separando una parte del primer y segundo liquido que es un tampon,
preferentemente un tampon fisiologicamente aceptable, tal como tampdn con solucién salina o fosfato o similar, del
antigeno de PCV-2, preferentemente por filtracion, incluso mas preferentemente por dia- y/o ultrafiltracion.

La etapa de concentracion y la etapa de adicién de liquido del método como se describe en el presente documento
puede realizarse sustancialmente de manera simultanea o alternativa, la etapa de concentracién y la etapa de
adicion de liquido se realizan secuencialmente. Por tanto, de acuerdo con un aspecto adicional, la presente solicitud
proporciona un método para producir una composicion antigénica de PCV-2 que comprende las etapas de i) obtener
un primer liquido que contenga un antigeno de PCV-2 , ii) separar al menos una parte del primer liquido del antigeno
de PCV-2 por un intercambio de una parte del primer liquido por un segundo liquido que comprende las etapas a)
afadir el segundo liquido al primer liquido que contiene el antigeno de PCV-2 y b) concentrar el antigeno de PCV-2
separando una parte del primer y segundo liquidos del antigeno de PCV-2, en donde la etapa de adicion de liquido
se realiza sustancialmente de manera simultanea o secuencial. Preferentemente, la parte del primer liquido y en el
caso de la adicion del segundo liquido, la mezcla del primer y segundo liquido se separa del antigeno de PCV-2 por
filtracion, preferentemente por diafiltracion y/o ultrafiltracion.

Cuando la etapa de concentracion y la etapa de adicion de liquido se realizan secuencialmente, el orden de las
etapas no importa. Por ejemplo, en un aspecto adicional, la etapa de adicion de liquido se produce antes de la etapa
de concentracion y en un aspecto alternativo, la etapa de concentracion se produce antes de la etapa de adicion de
liquido. La etapa de adicion de liquido y la etapa de concentracion, independientemente del orden en donde se
realicen, pueden realizarse varias veces. Por ejemplo, cada una de estas etapas respectivas puede realizarse al
menos dos, al menos tres, al menos cuatro, al menos cinco, al menos 10, hasta tantas veces como se desee. En un
aspecto, cada etapa de concentracion y etapa de adicién de liquido se realiza al menos dos veces. En otro aspecto,
cada etapa de concentracion y etapa de adicion de liquido se realiza al menos tres veces. Por tanto, de acuerdo con
un aspecto adicional de la presente solicitud, se proporciona un método para producir una composicion antigénica
de PCV-2 en donde el método comprende generalmente las etapas de i) obtener un primer liquido que contenga un
antigeno de PCV-2 , ii) separar al menos una parte del primer liquido del antigeno de PCV-2 por un intercambio de
la parte del primer liquido por un segundo liquido, en donde el intercambio se realiza veces multiples.
Preferentemente, el intercambio de la parte del primer liquido contra una parte del segundo liquido comprende las
etapas de a) afadir el segundo liquido al primer liquido que contiene el antigeno de PCV-2 y b) concentrar el
antigeno de PCV-2 separando una parte del primer y segundo liquido del antigeno de PCV-2 , en donde la etapa de
adicién de liquido y la etapa de concentracion se realizan veces multiples, por ejemplo, 2 veces, 3 veces, 5 veces,
10 veces, etc. Preferentemente, la etapa de adicion de liquido y la etapa de concentracion se realiza dos veces, mas
preferentemente tres veces. Como se ha descrito anteriormente, el método preferido es la filtracién para separar una
parte del primer liquido o en caso de multiples etapas de separacion, como se describe anteriormente, para separar
una parte de la mezcla del primer y segundo liquido, del antigeno de PCV-2.

El filiro puede ser cualquier filtro convencional en la materia. Preferentemente, el filiro incluye una membrana
semipermeable. En una forma adicional preferida, la membrana semipermeable tiene un tamafio de poro promedio
que es menor que el antigeno de PCV-2 para asi impedir el paso de al menos 90% del antigeno de PCV-2 a través
de los poros de la membrana semipermeable y retener el antigeno de PCV-2 en el filtro. En un aspecto adicional, el
filtro tiene un tamafio de poro promedio que impide el paso de al menos 90% de las proteinas de 50 kDa a 500 kDa
de tamario, mas preferentemente, el filtro tiene un tamarfio de poro promedio que impide el paso de al menos 90% de
las proteinas de 75 kDa a 400 kDa de tamafo y mas preferentemente, el filtro tiene un tamafio de poro promedio
que impide el paso de al menos 90% de las proteinas de 100 kDa a 300 kDa de tamario. Se prefiere este tamafio de
poro, cuando el antigeno de PCV-2 se produce como un virus completo o como particulas similares a virus. En otro
aspecto, la membrana semipermeable incluye un material seleccionado del grupo que consiste en polisulfona,
poliétersulfona y celulosa regenerada. Sin embargo, también puede usarse cualquier otro material que permita
separar una parte del primer liquido, y en caso de una etapa de proceso multiple, separar una mezcla del primer y
segundo liquido del antigeno de PCV-2. El filtro puede seleccionarse del grupo que consiste en un cartucho, laminas
planas o un casete de ultrafiltracion de membrana de fibra hueca, prefiriéndose particularmente un cartucho de
ultrafiltracion de membrana de fibra hueca. Por tanto de acuerdo con un aspecto adicional de la presente solicitud,
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se proporciona un método para producir una composicion antigénica de PCV-2 como se ha descrito anteriormente.
El método generalmente comprende las etapas de i) obtener un primer liquido que contenga un antigeno de PCV-2 ,
ii) separar al menos una parte del primer liquido del antigeno de PCV-2 por una etapa de filtracion, en donde el filtro
preferentemente es o comprende una membrana semipermeable. Preferentemente, la membrana semipermeable
posee un tamarfo de poro promedio que es menor que el antigeno de PCV-2 e impide el paso de al menos 90% del
antigeno de PCV-2 a través de los poros de la membrana semipermeable. Preferentemente, el tamafio de poro
promedio de la membrana semipermeable impide el paso de al menos 90% de proteinas de 50 kDa a 500 kDa de
tamafio, mas preferentemente, al menos 90% de proteinas de 75 kDa a 400 kDa de tamafio, y mas preferentemente
al menos el 90% de proteinas de 100 kDa a 300 kDa de tamafo. Se prefiere este tamafo de poro, cuando el
antigeno de PCV-2 se produce como un virus completo o como particulas similares a virus. Como se ha descrito
anteriormente, la etapa de separacion incluye en general el intercambio de la parte del primer liquido por una parte
del segundo liquido que comprende las etapas de a) afiadir el segundo liquido al primer liquido que contiene el
antigeno de PCV-2 y b) concentrar el antigeno de PCV-2 separando una parte del primer y segundo liquido del
antigeno de PCV-2 , en donde la etapa de adicion de liquido y la etapa de concentracion se realiza varias veces, por
ejemplo, 2 veces, 3 veces, 5 veces, 10 veces, etc. Preferentemente, la etapa de adicion de liquido y la etapa de
concentracion se realizan dos veces, mas preferentemente tres veces.

La etapa de concentracién del método proporcionado en el presente documento se realiza de tal manera que el
antigeno de PCV-2 se concentra de 3X a 50X en comparacion con el volumen del primer liquido. Mas
preferentemente, la etapa de concentracion se realiza de tal manera que el antigeno de PCV-2 se concentra de 4X a
20X en comparacién con el volumen del primer liquido. Mas preferentemente, la etapa de concentracién se realiza
de tal manera que el antigeno de PCV-2 se concentra de 7X a 10X en comparaciéon con el volumen del primer
liquido. Por tanto, de acuerdo con un aspecto adicional, la presente solicitud proporciona un método para producir
una composicion antigénica de PCV-2 que comprende las etapas de i) obtener un primer liquido que contenga un
antigeno de PCV-2 , ii) separar al menos una parte del primer liquido del antigeno de PCV-2, en donde la parte del
primer liquido se separa del antigeno de PCV-2 y en donde el antigeno de PCV-2 se concentra de 3X a 50X,
preferentemente de 4X a 20X, e incluso mas preferentemente de 7X a 10X en comparacién con el volumen del
primer liquido. Preferentemente, la parte del primer liquido se separa del antigeno de PCV-2 por un intercambio de
la parte del primer liquido por un segundo liquido que comprende las etapas de a) afadir el segundo liquido al
primer liquido que contiene el antigeno de PCV-2 y b) concentrar el antigeno de PCV-2 de 3X a 50X,
preferentemente de 4X a 20X, e incluso mas preferentemente de 7X a 10X en comparacién con el volumen del
primer liquido separando una parte del primer y segundo liquidos del antigeno de PCV-2. Preferentemente, la etapa
de adicién de liquido y la etapa de concentracion se realiza varias veces, preferentemente dos veces, incluso mas
preferentemente tres veces. En tal caso, no solo se separa el primer liquido, sino también una mezcla del primer y
segundo liquido. Preferentemente cada etapa de adicion de liquido se realiza sustancialmente de manera
simultanea o secuencial. Cuando la etapa de concentracién y la etapa de adicion de liquido se realiza
secuencialmente, el orden de las etapas no importa. Ademas, la etapa de concentracién se realiza preferentemente
por filtracion preferentemente por dia- y/o ultrafiltracion, utilizando un filtro, que contiene preferentemente una
membrana semipermeable. Preferentemente, la membrana semipermeable posee un tamafio de poro promedio que
es menor que el antigeno de PCV-2 e impide el paso de al menos 90% del antigeno de PCV-2 a través de los poros
de la membrana semipermeable. Preferentemente, el tamafo de poro promedio de la membrana semipermeable
impide el paso de al menos 90% de proteinas de 50 kDa a 500 kDa de tamario, mas preferentemente, al menos 90%
de proteinas de 75 kDa a 400 kDa de tamafio, y mas preferentemente al menos 90% de proteinas de 100 kDa a 300
kDa de tamafio. Este tamafio de poro se prefiere cuando el antigeno de PCV-2 se produce como un virus completo o
como particulas similares a virus.

En un aspecto adicional, la actividad viricida de la composicion antigénica de PCV-2 producida por los métodos del
presente documento se reduce al menos 10% en comparacion con el liquido que no se somete al método. Mas
preferentemente, la actividad viricida de la composicion antigénica de PCV-2 se reduce en al menos 50% en
comparacioén con el primer liquido que no se somete al método. Aun mas preferentemente, la actividad viricida de la
composicion antigénica de PCV-2 se reduce en al menos 70% en comparacion con el primer liquido que no se
somete al método.

Para el fin de la presente invencion la expresion “actividad viricida” significa, que un liquido, solucién o composicion
inactiva o destruye un virus vivo o bacteria viva a un grado determinado, cuando el liquido, solucidon o composicion
se mezcla con dichos virus vivos o bacterias vivas. Por tanto, una reduccién de la actividad viricida de un liquido,
solucién o composicion en al menos 10% significa que el indice de supervivencia de un virus vivo o una bacteria viva
es 90% superior en un liquido, solucién o composicion que se ha sometido a cualquiera de los métodos descritos en
el presente documento, en comparacion con un liquido, solucién o composicion, que no se ha sometido a ninguno
de los métodos descritos en el presente documento. De acuerdo con la presente invencion, el virus PRRS,
preferentemente el virus PRRS que posee el nimero de acceso VR 2332 de la ATCC, es el virus de referencia para
la determinacion de la actividad viricida. Para determinar la actividad viricida con respecto a una bacteria, se
propone el uso de la bacteria Mycoplasma hyopneumonia, preferentemente la cepa J de Mycoplasma
hyopneumonia.

Por tanto, de acuerdo con un aspecto adicional, la presente solicitud proporciona un método para producir una
composicion antigénica de PCV-2 que comprende las etapas de i) obtener un primer liquido que contenga un
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antigeno de PCV-2 , ii) separar al menos una parte del primer liquido del antigeno de PCV-2, en donde la actividad
viricida - preferentemente con respecto al virus PRRS- de la composicion antigénica de PCV-2 obtenida después de
la etapa ii) se reduce al menos 10%, preferentemente al menos 50%, mas preferentemente al menos 70%, incluso
mas preferentemente al menos 90% en comparacion con la del primer liquido. Preferentemente, la parte del primer
liqguido que posee actividad viricida se separa del antigeno de PCV-2 por un intercambio de una parte del primer
liquido por un segundo liquido. El intercambio se realiza preferentemente de tal manera que comprende las etapas
de a) afadir el segundo liquido al primer liquido que contiene el antigeno de PCV-2 y b) concentrar el antigeno de
PCV-2, preferentemente de 3X a 50X, incluso mas preferentemente de 4X a 20X, e incluso mas preferentemente de
7X a 10X en comparacion con el volumen del primer liquido separando una parte del primer y segundo liquidos del
antigeno de PCV-2. Preferentemente, la etapa de adicién de liquido y la etapa de concentracién se realiza varias
veces, preferentemente dos veces e incluso mas preferentemente tres veces. En tal caso, no solo se separa el
primer liquido, sino también una mezcla del primer y segundo liquido. Preferentemente cada etapa de adicion de
liquido se realizan sustancialmente de manera simultanea o secuencial como se ha descrito anteriormente. Cuando
la etapa de concentracion y la etapa de adicion de liquido se realiza secuencialmente, el orden de las etapas no
importa. Ademas, la etapa de concentracion se realiza preferentemente por filtracion - preferentemente por dia- y/o
ultrafiltracién, utilizando un filtro, que contiene preferentemente una membrana semipermeable. Preferentemente, la
membrana semipermeable posee un tamafio de poro promedio que es menor que el antigeno de PCV-2 e impide el
paso de al menos 90% del antigeno de PCV-2 a través de los poros de la membrana semipermeable.
Preferentemente, el tamafio de poro promedio de la membrana semipermeable o de cualquier otro filtro que se use
en el presente documento, impide el paso de al menos 90% de proteinas de 50 kDa a 500 kDa de tamafio, mas
preferentemente, al menos 90% de proteinas de 75 kDa a 400 kDa de tamafio, y mas preferentemente al menos
90% de proteinas de 100 kDa a 300 kDa de tamario. Este tamafio de poro se prefiere, cuando el antigeno de PCV-2
se produce como un virus completo o como particulas similares a virus.

En un aspecto adicional, el método comprende adicionalmente la etapa de recoger el antigeno de PCV-2 obtenido
después de que al menos una parte del primer liquido se haya separado del antigeno de PCV-2.

Como se usa en el presente documento, “recoger” o “recogida” se refiere a recobrar o recuperar el antigeno de PCV-
2. Para recuperar el antigeno de PCV-2 puede usarse cualquier procedimiento convencional conocido en la materia
bien cuando se produce un antigeno para su uso con los métodos y composiciones de la presente solicitud o bien
cuando el antigeno de PCV-2 se somete a lo métodos descritos en el presente documento. De una manera
particularmente preferida de recogida, la parte del primer liquido se separa del antigeno de PCV-2 mediante una
etapa de filtracion y el antigeno de PCV-2 se recupera o se recoge del retardo del filtro. En una forma mas preferida,
el antigeno de PCV-2 se recoge o se recobra o se recupera del retardo de una membrana de una membrana
semipermeable que posee el tamafo de poro descrito en el presente documento. Por tanto, de acuerdo con un
aspecto adicional, la presente solicitud proporciona un método para producir una composicion antigénica de PCV-2
que comprende las etapas de i) obtener un primer liquido que contenga un antigeno de PCV-2 , ii) separar al menos
una parte del primer liquido del antigeno de PCV-2, en donde el antigeno de PCV-2 obtenido después de la etapa ii)
se recoge. Preferentemente, la parte del primer liquido se separa del antigeno de PCV-2 por un intercambio de una
parte del primer liquido por un segundo liquido. El intercambio se realiza preferentemente de tal manera que
comprende las etapas de a) afadir un segundo liquido al primer liquido que contiene el antigeno de PCV-2 y b)
concentrar el antigeno de PCV-2, preferentemente de 3X a 50X, incluso mas preferentemente de 4X a 20X, e
incluso mas preferentemente de 7X a 10X en comparacién con el volumen del primer liquido separando una parte
del primer y segundo liquidos del antigeno de PCV-2. Preferentemente, la etapa de adicion de liquido y la etapa de
concentracion se realiza varias veces, preferentemente dos veces incluso mas preferentemente tres veces. En
dichos casos, no solo se separa el primer liquido, sino también una mezcla del primer y segundo liquido.
Preferentemente, cada etapa de adicién de liquido se realizan sustancialmente de manera simultanea o secuencial
como se ha descrito anteriormente. Cuando la etapa de concentracion y la etapa de adicion de liquido se realiza
secuencialmente, el orden de las etapas no importa. Ademas, la etapa de concentracién se realiza preferentemente
por filtracion - preferentemente por dia- y/o ultrafiltracion, utilizando un filtro, que contiene preferentemente una
membrana semipermeable. La membrana semipermeable posee preferentemente un tamarfio de poro promedio que
es menor que el antigeno de PCV-2 e impide el paso de al menos 90% del antigeno de PCV-2 a través de los poros
de la membrana semipermeable y retiene el antigeno de PCV-2 dentro el filtro para la recuperacion o recogida.
Preferentemente, el tamafio de poro promedio de la membrana semipermeable o de cualquier otro filtro que se use
en el presente documento, impide el paso de al menos 90% de proteinas de 50 kDa a 500 kDa de tamafio, mas
preferentemente, al menos 90% de proteinas de 75 kDa a 400 kDa de tamafio, y mas preferentemente al menos
90% de proteinas de 100 kDa a 300 kDa de tamario. Este tamafio de poro se prefiere, cuando el antigeno de PCV-2
se produce como un virus completo o como particulas similares a virus.

El antigeno de PCV-2 restante se somete después a los métodos proporcionados en el presente documento,
preferentemente después de haberse recogido del retardo del filtro, se mezcla con un componente adicional
seleccionado del grupo que consiste en vehiculos, adyuvantes, diluyentes, excipientes y combinaciones de los
mismos farmacéuticamente aceptables. Preferentemente, el componente adicional es un adyuvante, incluso mas
preferentemente el adyuvante es un polimero de acido acrilico o metacrilico y aun mas preferentemente el
adyuvante es Carbodmero (el nombre genérico de polimeros sintéticos de alto peso molecular del acido acrilico).

Como se usa en el presente documento, "un vehiculo farmacéuticamente aceptable” y un "vehiculo veterinario

9



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2657812713

aceptable" incluye cualquiera y todos los disolventes, medios de dispersion, recubrimientos, agentes estabilizantes,
diluyentes, conservantes, agentes antibacterianos y antifingicos, agentes isotonicos, agentes retardadores de la
adsorcion y similares.

El término “adyuvantes”, como se usa en el presente documento, puede incluir hidréxido de aluminio y fosfato de
aluminio, saponinas, por ejemplo Quil A, CS-21 (Cambridge Biotech Inc., Cambridge MA), GPI-0100 (Galenica
Pharmaceuticals, Inc., Birmingham, AL), emulsién de agua en aceite, emulsion de aceite en agua, emulsion de agua
en aceite en agua. La emulsion puede basarse en particular en aceite ligero de parafina liquida (del tipo de la
Farmacopea Europea); aceite isoprenoide, tal como escualano o escualeno; aceite resultante de la oligomerizacion
de alquenos, en particular de isobuteno o deceno; ésteres de acidos o de alcoholes que contienen un grupo lineal
alquilo mas particularmente aceites vegetales, oleato de etilo, di-(caprilato/caprato) de propilenglicol, ftri-
(caprilato/caprato) de glicerilo o dioleato de propilenglicol; ésteres de acidos grasos o alcoholes ramificados, en
particular ésteres de acido isoestearico. El aceite se usa en combinaciéon con emulsionantes para formar la emulsion.
Los emulsionantes son preferentemente tensioactivos no iénicos, en particular ésteres de sorbitan, de manida (por
ejemplo oleato de anhidromanitol), de glicol, de poliglicerol, de propilenglicol y de acido oleico, isoestearico,
ricinoleico o hidroxiestearico, que estan opcionalmente etoxilados y copolimeros en bloque de polioxipropileno-
polioxietileno, en particular los productos Pluronic, especialmente L121. Véase Hunter et al., The Theory and
Practical Application of Adjuvants (Ed. Stewart-Tull, D. E. S.). John Wiley and Sons, NY, pags. 51-94 (1995) y Todd
et al., Vaccine 15: 564-570 (1997). Por ejemplo, es posible usar la emulsion SPT descrita en la pagina 147 de
"Vaccine Design, The Subunit and Adjuvant Approach" editada por M. Powell y M. Newman, Plenum Press, 1995, y
la emulsion MF59 descrita en la pagina 183 de este mismo libro. Otros adyuvantes adecuados incluyen, pero sin
limitacion, el sistema adyuvante RIBI (Ribi Inc.), copolimero en bloque (CytRx, Atlanta GA), SAF-M (Chiron,
Emeryville CA), monofosforil-lipido A, adyuvante de lipido-amina Avridina, enterotoxina termolabil de E. coli
(recombinante o de otra manera), toxina del célera, IMS 1314 o muramil dipéptido, entre muchos otros. Entre los
copolimeros de derivados de anhidrido maleico y alquenilo, se incluyen los copolimeros EMA (Monsanto), que son
copolimeros de anhidrido maleico y etileno. La disolucion de estos polimeros en agua conduce una solucién acida
que se neutralizara, preferentemente a pH fisioldgico, para proporcionar la solucion adyuvante en donde se
incorporara la propia composicidon inmunogénica, inmunolodgica o de vacuna.

Un ejemplo adicional de un adyuvante es un compuesto seleccionado de los polimeros de acido acrilico o
metacrilico y los copolimeros de derivados de anhidrido maleico y alquenilo. Los compuestos adyuvantes ventajosos
son los polimeros del acido acrilico o metacrilico que estan reticulados, especialmente con polialquenil-éteres de
azucares o polialcoholes. Estos compuestos se conocen por el término Carbomer (Phameuropa Vol. 8, n° 2, junio
1996). Los expertos en la materia también hacen referencia a la patente de EE.UU. n° 2.909.462 que describe
dichos polimeros acrilicos reticulados con un compuesto polihidroxilado que tiene al menos 3 grupos hidroxilo,
preferentemente no mas de 8, sustituyéndose los atomos de hidrégeno de al menos tres hidroxilos por radicales
alifaticos insaturados que poseen al menos 2 atomos de carbono. Los radicales preferidos son aquellos que
contienen de 2 a 4 atomos de carbono, por ejemplo, vinilos, alilos y otros grupos etilénicamente insaturados. Los
propios radicales insaturados pueden contener ofros sustituyentes, tales como metilo. Los productos
comercializados con el nombre CARBOPOL® ; (BF Goodrich, Ohio, Estados Unidos) son particularmente
apropiados. Estos son polimeros de acido acrilico reticulados con éteres de polialquenilo o divinil glicol o reticulados
con alil sacarosa o con alil pentaeritritol. Entre estos, pueden mencionarse CARBOPOL® 974P, 934P y 971P. Se
prefiere usar mas CARBOPOL® 971P.

Preferentemente, el adyuvante se afiade en una cantidad de aproximadamente 100 ug a aproximadamente 10 mg
por dosis. Incluso mas preferentemente, el adyuvante se afiade en una cantidad de aproximadamente 100 pg a
aproximadamente 10 mg por dosis. Aun mas preferentemente, el adyuvante se afiade en una cantidad de
aproximadamente 500 ug a aproximadamente 5 mg por dosis. Mas preferentemente, el adyuvante se afiade en una
cantidad de aproximadamente 750 pg a aproximadamente 2,5 mg por dosis. mas preferentemente el adyuvante se
afada en una cantidad de aproximadamente 1 mg por dosis.

Los "diluyentes" pueden incluir agua, solucién salina, dextrosa, etanol, glicerol y similares. Los agentes isotonicos
pueden incluir cloruro de sodio, dextrosa, manitol, sorbitol y lactosa, entre otros. Los estabilizantes incluyen albdmina
y sales alcalinas de acido etilendiaminotetracético, entre otros.

Un "conservante", como se usa en el presente documento, se refiere a un agente anti-microbioldgico activo tal como,
por ejemplo, gentamicina, mertiolato y similares. En particular, la adicion de un conservante se prefiere mas para la
preparacion de una composicion multi-dosis. Estos agentes anti-microbiolégicos activos se afiaden en
concentraciones eficaces para impedir que cualquier contaminacién microbioldgica de la composicion de interés o
para inhibir cualquier crecimiento microbioldgico dentro de la composicién de interés.

Por tanto, de acuerdo con un aspecto adicional, la presente solicitud proporciona un método para producir una
composicion antigénica de PCV-2 que comprende las etapas de i) obtener un primer liquido que contenga un
antigeno de PCV-2 , ii) separar al menos una parte del primer liquido del antigeno de PCV-2, que comprende
adicionalmente la etapa de mezclar el antigeno de PCV-2 restante después de la etapa ii) con un componente
adicional seleccionado del grupo que consiste en vehiculos, adyuvantes, diluyentes, excipientes y combinaciones de
los mismos farmacéuticamente aceptables. Preferentemente, cuando el componente adicional es un adyuvante,
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incluso mas preferentemente cuando el adyuvante es un polimero de acido acrilico o metacrilico, y ain mas
preferentemente cuando el adyuvante es Carbomer. Preferentemente, la parte del primer liquido se separa del
antigeno de PCV-2 por un intercambio de una parte del primer liquido por un segundo liquido. El intercambio se
realiza preferentemente de tal manera que comprende las etapas de a) afiadir el segundo liquido al primer liquido
que contiene el antigeno de PCV-2 y b) concentrar el antigeno de PCV-2, preferentemente de 3X a 50X, incluso mas
preferentemente de 4X a 20X, e incluso mas preferentemente de 7X a 10X en comparacién con el volumen del
primer liquido separando una parte del primer y segundo liquidos del antigeno de PCV-2. Preferentemente, la etapa
de adicion de liquido y la etapa de concentracion se realiza varias veces, preferentemente dos veces e incluso mas
preferentemente tres veces. En dichos casos, no solo se separa el primer liquido, sino también una mezcla del
primer y segundo liquido. Preferentemente cada etapa de adicion de liquido se realiza sustancialmente de manera
simultanea o secuencial como se ha descrito anteriormente. Cuando la etapa de concentracion y la etapa de adicion
de liquido se realiza secuencialmente, el orden de las etapas no importa. Ademas, la etapa de concentracién se
realiza preferentemente por filtracion - preferentemente por dia- y/o ultrafiltracién, utilizando un filtro, que contiene
preferentemente una membrana semipermeable. La membrana semipermeable posee preferentemente un tamafio
de poro promedio que es menor que el antigeno de PCV-2 e impide el paso de al menos 90% del antigeno de PCV-
2 a través de los poros de la membrana semipermeable y retiene el antigeno de PCV-2 dentro el filtro para la
recuperacion o recogida. Preferentemente, el tamafio de poro promedio de la membrana semipermeable o de
cualquier oftro filtro que se use en el presente documento, impide el paso de al menos 90% de proteinas de 50 kDa a
500 kDa de tamafio, mas preferentemente, al menos 90% de proteinas de 75 kDa a 400 kDa de tamafio, y mas
preferentemente al menos 90% de proteinas de 100 kDa a 300 kDa de tamario. Este tamafio de poro se prefiere,
cuando el antigeno de PCV-2 se produce como un virus completo o como particulas similares a virus.

El antigeno de PCV-2 usado en los métodos descritos anteriormente puede ser cualquier antigeno de PCV-2 como
se define en el presente documento. Preferentemente el antigeno de PCV-2 comprende la proteina ORF-2 del PCV-
2, mas preferentemente la proteina ORF-2 recombinante del PCV-2, y aiin mas preferentemente particulas similares
a virus de la proteina ORF-2, e incluso mas preferentemente el antigeno incluido en INGELVAC CIRCOFLEX®. Por
tanto, de acuerdo con un aspecto adicional de la presente solicitud, la presente solicitud proporciona un método para
producir una composicion antigénica de PCV-2 que comprende las etapas de i) obtener un primer liquido que
contenga un antigeno de PCV-2 , ii) separar al menos una parte del primer liquido del antigeno de PCV-2, en donde
el antigeno de PCV-2 comprende la proteina ORF-2 del PCV-2, mas preferentemente la proteina ORF-2
recombinante del PCV-2, y aun mas preferentemente particulas similares a virus de la proteina ORF-2.
Preferentemente, la parte del primer liquido se separa del antigeno de PCV-2 por un intercambio de una parte del
primer liquido por un segundo liquido. El intercambio se realiza preferentemente de tal manera que comprende las
etapas de a) afadir el segundo liquido al primer liquido que contiene el antigeno de PCV-2 y b) concentrar el
antigeno de PCV-2, preferentemente de 3X a 50X, incluso mas preferentemente de 4X a 20X, e incluso mas
preferentemente de 7X a 10X en comparacion con el volumen del primer liquido separando una parte del primer y
segundo liquido del antigeno de PCV-2.

Preferentemente, la etapa de adicion de liquido y la etapa de concentracion se realiza varias veces, preferentemente
dos veces e incluso mas preferentemente tres veces. En dichos casos, no solo se separa el primer liquido, sino
también una mezcla del primer y segundo liquido. Preferentemente cada etapa de adicion de liquido se realiza
sustancialmente de manera simultanea o secuencial como se ha descrito anteriormente. Cuando la etapa de
concentracion y la etapa de adicion de liquido se realiza secuencialmente, el orden de las etapas no importa.
Ademas, la etapa de concentracion se realiza preferentemente por filtracion - preferentemente por dia- y/o
ultrafiltracion, utilizando un filiro, que contiene preferentemente una membrana semipermeable. La membrana
semipermeable posee preferentemente un tamafo de poro promedio que es menor que el antigeno de PCV-2 e
impide el paso de al menos 90% del antigeno de PCV-2 a través de los poros de la membrana semipermeable y
retiene el antigeno de PCV-2 dentro el filtro para la recuperacion o recogida. Preferentemente, el tamafio de poro
promedio de la membrana semipermeable o de cualquier otro filtro que se use en el presente documento, impide el
paso de al menos 90% de proteinas de 50 kDa a 500 kDa de tamafio, mas preferentemente, al menos 90% de
proteinas de 75 kDa a 400 kDa de tamafo, y mas preferentemente al menos 90% de proteinas de 100 kDa a 300
kDa de tamafio. Este tamafio de poro se prefiere, cuando el antigeno de PCV-2 se produce como un virus completo
o0 como particulas similares a virus.

El primer liquido usado que contiene el antigeno de PCV-2 puede obtenerse por cualquier método conocido en la
materia. Preferentemente, el primer liquido que contiene el antigeno de PCV-2 asi como el antigeno de PCV-2
puede obtenerse por cualquiera de los métodos descritos en la Solicitud de Patente Internacional W02006/072065.

En particular, el antigeno de PCV-2, cuando se expresa de manera recombinante in vitro en células hospedadoras,
puede obtenerse mediante un vector viral, preferentemente un vector viral baculovirus recombinante que contiene y
expresa el antigeno de PCV-2, preferentemente, la ORF-2 del PCV-2.

Los vectores y métodos para preparar y/o usar vectores (0 recombinantes) para la expresion del antigeno de PCV-2,
preferentemente el antigeno ORF2 del PCV-2 pueden ser mediante o analogos a los métodos descritos en: las
patentes de Estados Unidos N° 4.603.112, 4.769.330, 5.174.993, 5.505.941, 5.338.683, 5.494.807, 4.722.848,
5.942.235, 5.364.773, 5.762.938, 5.770.212, 5.942.235 y 382.425, las publicaciones PCT WO 94/16716, WO
96/39491 y WO 95/30018, Paoletti, "Applications of pox virus vectors to vaccination: An update, "PNAS USA 93:
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11349-11353, octubre de 1996, Moss, "Genetically engineered poxviruses for recombinant gene expression,
vaccination, and safety," PNAS USA 93: 11341-11348, octubre de 1996, Smith et al., patente de Estados Unidos N°
4.745.051, (baculovirus recombinante), Richardson, C. D. (Editor), Methods in Molecular Biology 39, "Baculovirus
Expression Protocols" (1995 Humana Press Inc.), Smith et al., "Production of Human Beta Interferon in Insect Cells
Infected with a Baculovirus Expression Vector”, Molecular and Cellular Biology, Dic., 1983, Vol. 3, N° 12, p. 2156-
2165; Pennock et al., "Strong and Regulated Expression of Escherichia coli B-Galactosidase in Infect Cells with a
Baculovirus vector, "Molecular and Cellular Biology Mar. 1984, Vol. 4, N° 3, p. 399-406; EPAO 370 573, solicitud de
patente de Estados Unidos N° 920,197, presentada el 16 de octubre de 1986, publicacion de patente EP N° 265785,
patente de Estados Unidos N° 4.769.331 (herpesvirus recombinante), Roizman, "The function of herpes simplex
virus genes: A primer for genetic engineering of novel vectors," PNAS USA 93:11307-11312, octubre de 1996,
Andreansky et al., "The application of genetically engineered herpes simplex viruses to the treatment of experimental
brain tumors," PNAS USA 93: 11313-11318, octubre de1996, Robertson et al. "Epstein-Barr virus vectors for gene
delivery to B lymphocytes”, PNAS USA 93: 11334-11340, octubre de 1996, Frolov et al., "Alphavirus-based
expression vectors: Strategies and applications,” PNAS USA 93: 11371-11377, octubre de 1996, Kitson et al., J.
Virol. 65,3068-3075,1991; Patentes de Estados Unidos N° 5.591.439, 5.552.143, WO 98/00166, Solicitudes de
Estados Unidos concedidas los N° de Serie 08/675,556 y 08/675,566 ambas presentadas el 3 de julio 1996
(adenovirus recombinante), Grunhaus et al., 1992,"Adenovirus as cloning vectors," Seminars in Virology (Vol. 3)
pags. 237-52, 1993, Ballay et al. EMBO Journal, vol. 4, p. 3861-65,Graham, Tibtech 8,85-87, abril de 1990, Prevec et
al., J. Gen Virol. 70,42434, PCT WO 91/11525, Felgner et al. (1994), J. Biol. Chem. 269,2550-2561, Science, 259:
1745-49,1993 y McClements et al., "Immunization with DNA vaccines encoding glycoprotein D or glycoprotein B,
alone or in combination, induces protective immunity in animal models of herpes simplex virus-2 disease", PNAS
USA 93: 11414-11420, octubre de 1996, y las patentes de Estados Unidos N° 5.591.639, 5.589.466 y 5.580.859, asi
como los documentos WO 90/11092, WO93/19183, W094/21797, WO95/11307, WO95/20660, Tang et al., Nature y
Furth et al. Analytical Biochemistry, con respecto a vectores de expresion de ADN, entre otros. Véase también el
documento WO 98/33510; Ju et al., Diabetologia, 41: 736-739,1998 (sistema de expresion lentiviral); Sanford et al.,
Patente de Estados Unidos N° 4.945.050; Fischbach et al. (Intracel), documento WO 90/01543; Robinson et al.,
seminarios de Inmunologia vol. 9, pags. 271-283 (1997), (sistemas vectoriales de ADN); Szoka et al., Patente de
Estados Unidos N° (método de inserciéon de ADN en células vivas); McCormick et al., Patente de Estados Unidos N°
5.677.178 (uso de virus citopaticos); y la Patente de Estados Unidos N° 5.928.913 (vectores para la administracion
de genes), asi como otros documentos citados en el presente documento. La expresion del antigeno ORF2 del PCV-
2 en células de insecto se describe, por ejemplo, en el documento WO 06/072065. El antigeno ORF2 del PCV-2 de
acuerdo con la descripcion puede obtenerse mediante diversos métodos conocidos en la materia. En el presente
documento se describen métodos preferidos. El antigeno ORF2 del PCV-2 puede producirse de manera
recombinante in vitro mediante el método que comprende las etapas i) permitir la infeccion de células susceptibles
en cultivo con un vector viral recombinante que contenga la secuencia codificante de ORF2 del PCV-2, en donde el
vector viral recombinante expresa la proteina ORF2 del PCV-2 y ii) después recuperar el antigeno ORF2 del PCV-2
del cultivo celular. El antigeno ORF2 del PCV-2 se recupera recogiendo las SF + células completas (es decir
intactas) que expresan el antigeno ORF2 del PCV-2.

Por tanto, de acuerdo con un aspecto adicional de la presente solicitud, la presente solicitud proporciona un método
para producir una composicion antigénica de PCV-2 que comprende las etapas de i) obtener un primer liquido que
contenga un antigeno de PCV-2 , ii) separar al menos una parte del primer liquido del antigeno de PCV-2, en donde
el antigeno de PCV-2 se obtiene mediante un vector viral, preferentemente un vector viral baculovirus recombinante,
que contiene y expresa el antigeno de PCV-2, preferentemente la ORF-2 del PCV-2 y en donde el antigeno de PCV-
2 comprende la proteina ORF-2 del PCV-2, mas preferentemente la proteina ORF-2 recombinante del PCV-2, y aun
mas preferentemente particulas similares a virus de la proteina ORF-2. Cuando se usa un vector viral, en particular
un baculovirus recombinante que contiene y expresa el antigeno de PCV-2 para producir/obtener el antigeno de
PCV-2, el método descrito anteriormente comprende adicionalmente la etapa de inactivar al vector viral,
preferentemente al vector viral baculovirus recombinante, con un agente inactivante de ADN, preferentemente en
presencia de aproximadamente 1 a aproximadamente 20 mM de etilenimina binaria. Preferentemente, la etapa de
inactivacion se realiza después de que al menos una parte del primer liquido se haya separado del antigeno de
PCV-2, mas preferentemente después de recoger el antigeno de PCV-2. Incluso mas preferentemente, la etapa de
inactivacion se realiza después de que la parte del primer liquido se separe del antigeno de PCV-2 por un
intercambio de una parte del primer liquido por un segundo liquido. Cuando el intercambio de una parte del primer
liquido por un segundo liquido se realiza de tal manera que comprende las etapas de a) afiadir el segundo liquido al
primer liquido que contiene el antigeno de PCV-2 y b) concentrar el antigeno de PCV-2, preferentemente de 3X a
50X, incluso mas preferentemente de 4X a 20X, e incluso mas preferentemente de 7X a 10X en comparacion con el
volumen del primer liquido separando una parte del primer y segundo liquido del antigeno de PCV-2, la etapa de
inactivacion se realiza después de la etapa de concentracion. Cuando la etapa de adicion de liquido y la etapa de
concentracion se realiza varias veces, preferentemente dos veces, incluso mas preferentemente tres veces, la etapa
de inactivacion se realiza después de la Ultima etapa de adicién de liquido y etapa de concentracién. Cuando la
etapa de concentracion se realiza por filtracion - preferentemente por dia- u/o ultrafiltracién, utilizando un filtro, que
contiene preferentemente una membrana semipermeable, la etapa de inactivacion se realiza después de la etapa de
filtracion descrita anteriormente, utilizando preferentemente una membrana semipermeable. La membrana
semipermeable posee preferentemente un tamafo de poro promedio que es menor que el antigeno de PCV-2 e
impide el paso de al menos 90% del antigeno de PCV-2 a través de los poros de la membrana semipermeable y
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retiene el antigeno de PCV-2 dentro el filtro para la recuperacion o recogida. Preferentemente, el tamafio de poro
promedio de la membrana semipermeable o de cualquier otro filtro que se use en el presente documento, impide el
paso de al menos 90% de proteinas de 50 kDa a 500 kDa de tamafio, mas preferentemente, al menos 90% de
proteinas de 75 kDa a 400 kDa de tamafo, y mas preferentemente al menos 90% de proteinas de 100 kDa a 300
kDa de tamafo. Este tamafio de poro se prefiere, cuando el antigeno de PCV-2 se produce como un virus completo
0 como particulas similares a virus.

La expresion “agente inactivante de ADN”, para los fines de la presente descripcion, se refiere a cualquier agente
quimico que desactive el ADN, preferentemente, ADN de un patégeno, de manera que el patégeno no pueda
ocasionar una infeccion activa o ser infeccioso o replicarse, pero que sea capaz de inducir una respuesta inmunitaria
en un sujeto. Preferentemente, el agente inactivante de ADN es formalina.

Por tanto, de acuerdo con un aspecto adicional, la presente solicitud proporciona un método para producir una
composicion antigénica de PCV-2 que comprende las etapas de i) obtener un primer liquido que contenga un
antigeno de PCV-2 , ii) separar al menos una parte del primer liquido del antigeno de PCV-2, en donde el antigeno
de PCV-2 se obtiene mediante un vector viral, preferentemente un vector viral baculovirus recombinante, que
contiene y expresa el antigeno de PCV-2, preferentemente, la ORF-2 del PCV-2, en donde el método comprende
adicionalmente la etapa de inactivar el vector viral, preferentemente el vector viral baculovirus recombinante con un
agente inactivante de ADN, preferentemente en presencia de aproximadamente 1 a aproximadamente 20 mM de
etilenimina binaria, y en donde el antigeno de PCV-2 comprende la proteina ORF-2 del PCV-2, mas preferentemente
la proteina ORF-2 recombinante del PCV-2, y aun mas preferentemente particulas similares a virus de la proteina
ORF-2. Preferentemente, la etapa de inactivacion se realiza después de que al menos una parte del primer liquido
se haya separado del antigeno de PCV-2, mas preferentemente después de recoger el antigeno de PCV-2. Incluso
mas preferentemente, la etapa de inactivacion se realiza después de que la parte del primer liquido se separe del
antigeno de PCV-2 por un intercambio de una parte del primer liquido por un segundo liquido. Cuando el intercambio
de la parte del primer liquido por un segundo liquido se realiza de tal manera que comprende las etapas de a) ahadir
el segundo liquido al primer liquido que contiene el antigeno de PCV-2 y b) concentrar el antigeno de PCV-2,
preferentemente de 3X a 50X, incluso mas preferentemente de 4X a 20X, e incluso mas preferentemente de 7X a
10X en comparacion con el volumen del primer liquido separando una parte del primer y segundo liquido del
antigeno de PCV-2, la etapa de inactivacion se realiza después de la etapa de concentracion. Cuando la etapa de
adicion de liquido y la etapa de concentracion se realiza varias veces, preferentemente dos veces, incluso mas
preferentemente tres veces, la etapa de inactivacion se realiza después de la ultima etapa de adicién de liquido y
etapa de concentracion. Cuando la etapa de concentracion se realiza por filtracion - preferentemente por dia- u/o
ultrafiltracion, utilizando un filtro, que contiene preferentemente una membrana semipermeable, la etapa de
inactivacion se realiza después de la etapa de filtracidn descrita anteriormente, utilizando preferentemente una
membrana semipermeable. La membrana semipermeable posee preferentemente un tamarfio de poro promedio que
es menor que el antigeno de PCV-2 e impide el paso de al menos 90% del antigeno de PCV-2 a través de los poros
de la membrana semipermeable y retiene el antigeno de PCV-2 dentro el filtro para la recuperacion o recogida.
Preferentemente, el tamafio de poro promedio de la membrana semipermeable o de cualquier otro filtro que se use
en el presente documento, impide el paso de al menos 90% de proteinas de 50 kDa a 500 kDa de tamafio, mas
preferentemente, al menos 90% de proteinas de 75 kDa a 400 kDa de tamafio, y mas preferentemente al menos
90% de proteinas de 100 kDa a 300 kDa de tamario. Este tamafio de poro se prefiere, cuando el antigeno de PCV-2
se produce como un virus completo o como particulas similares a virus.

En el caso en donde se use un agente inactivante de ADN en el método de acuerdo con la descripcion, el método
comprende adicionalmente la etapa de afiadir una cantidad de un agente que neutralice el agente inactivante de
ADN, siendo la cantidad equivalente la cantidad del agente inactivante de ADN en donde el agente que neutraliza al
agente inactivante de ADN comprende una solucién de tiosulfato de sodio concentrada a una concentracion final de
aproximadamente 1 a aproximadamente 20 mM y en donde el agente de inactivacion de ADN es BEL
Preferentemente, la etapa de inactivacion se realiza después de que al menos una parte del primer liquido se separe
del antigeno de PCV-2.

La expresion “agente que neutraliza al agente inactivante” o “agente neutralizante”, como se usa en el presente
documento, se refiere a cualquier agente capaz de neutralizar a los agentes inactivantes indicados anteriormente de
manera que el agente inactivante ya no sea capaz de inactivar al ADN. El agente que neutraliza al agente
inactivante es preferentemente tiosulfato de sodio.

Por tanto, de acuerdo con un aspecto adicional, la presente solicitud proporciona un método para producir una
composicion antigénica de PCV-2 que comprende las etapas de i) obtener un antigeno de PCV-2 en un primer
liguido en donde el antigeno de PCV-2 se obtiene mediante un vector viral, preferentemente un vector viral
baculovirus recombinante, que contiene y expresa el antigeno de PCV-2, preferentemente, la ORF2 del PCV-2 y en
donde el antigeno de PCV-2 comprende la proteina ORF-2 del PCV-2, mas preferentemente la proteina ORF-2
recombinante del PCV-2, y aun mas preferentemente particulas similares a virus de la proteina ORF-2; ii) separar al
menos una parte del primer liquido del antigeno de PCV-2; iii) inactivar el vector viral baculovirus recombinante con
un agente inactivante de ADN, preferentemente en presencia de aproximadamente 1 a aproximadamente 20 mM de
etilenimina binaria; iv) afiadir una cantidad de agente neutralizante que neutralice al agente inactivante , siendo la
cantidad de agente neutralizante equivalente a la cantidad de agente inactivante , en donde el agente neutralizante
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comprende preferentemente una solucién de tiosulfato de sodio preferentemente concentrada a una concentracion
final de aproximadamente 1 a aproximadamente 20 mM y en donde el agente inactivante comprende
preferentemente BEI. Preferentemente, la etapa de inactivacion y neutralizacion se realiza después de que al menos
una parte del primer liquido se haya separado del antigeno de PCV-2, mas preferentemente después de recuperar el
antigeno de PCV-2. Incluso mas preferentemente, la etapa de inactivacion y neutralizacion se realiza después de
que la parte del primer liquido se separe del antigeno de PCV-2 por un intercambio de una parte del primer liquido
por un segundo liquido. Cuando el intercambio de la parte del primer liquido por un segundo liquido se realiza de tal
manera que comprende las etapas de a) afiadir el segundo liquido al primer liquido que contiene el antigeno de
PCV-2 y b) concentrar el antigeno de PCV-2 preferentemente de 3X a 50X, incluso mas preferentemente de 4X a
20X, e incluso mas preferentemente de 7X a 10X en comparacion con el volumen del primer liquido separando una
parte del primer y segundo liquidos del antigeno de PCV-2, la etapa de inactivacion y neutralizacion se realiza
después de la etapa de concentracion. Cuando la etapa de adicion de liquido y la etapa de concentracion se realiza
varias veces, preferentemente dos veces, incluso mas preferentemente tres veces, la etapa de inactivacion y
neutralizacion se realiza después de la ultima etapa de adicion de liquido y etapa de concentracion. Cuando la etapa
de concentracién se realiza por filtracion - preferentemente por dia- u/o ultrafiltracion, utilizando un filtro, que
contiene preferentemente una membrana semipermeable, la etapa de inactivacion y neutralizacion se realiza
después de la etapa de filtracién descrita anteriormente, utilizando preferentemente una membrana semipermeable.
La membrana semipermeable posee preferentemente un tamafio de poro promedio que es menor que el antigeno
de PCV-2 e impide el paso de al menos 90% del antigeno de PCV-2 a través de los poros de la membrana
semipermeable y retiene el antigeno de PCV-2 dentro el filtro para la recuperacion o recogida. Preferentemente, el
tamano de poro promedio de la membrana semipermeable o de cualquier otro filtro que se use en el presente
documento, impide el paso de al menos 90% de proteinas de 50 kDa a 500 kDa de tamafio, mas preferentemente, al
menos 90% de proteinas de 75 kDa a 400 kDa de tamafo, y mas preferentemente al menos 90% de proteinas de
100 kDa a 300 kDa de tamafio. Este tamafio de poro se prefiere, cuando el antigeno de PCV-2 se produce como un
virus completo o como particulas similares a virus.

En un aspecto adicional de la presente solicitud, el método descrito anteriormente comprende adicionalmente las
etapas de mezclar el antigeno de PCV-2 obtenido después de las etapas de inactivacion y neutralizacion con un
componente adicional seleccionado del grupo que consiste en vehiculos, adyuvantes, diluyentes, excipientes y
combinaciones de los mismos farmacéuticamente aceptables. Por tanto, de acuerdo con un aspecto adicional, la
presente solicitud proporciona un método para producir una composicion antigénica de PCV-2 que comprende las
etapas de i) obtener un antigeno de PCV-2 en un primer liquido en donde el antigeno de PCV-2 se obtiene mediante
un vector viral, preferentemente un vector viral baculovirus recombinante, que contiene y expresa el antigeno de
PCV-2, preferentemente, la ORF2 del PCV-2 y en donde el antigeno de PCV-2 comprende la proteina ORF-2 del
PCV-2, mas preferentemente la proteina ORF-2 recombinante del PCV-2, y aun mas preferentemente particulas
similares a virus de la proteina ORF-2; ii) separar al menos una parte del primer liquido del antigeno de PCV-2; iii)
inactivar el vector viral baculovirus recombinante con un agente inactivante de ADN, preferentemente en presencia
de aproximadamente 1 a aproximadamente 20 mM de etilenimina binaria; iv) afiadir una cantidad de un agente
neutralizante que neutralice al agente inactivante, siendo preferentemente la cantidad de agente neutralizante
equivalente a la cantidad de agente inactivante , en donde el agente neutralizante comprende preferentemente una
solucién de tiosulfato de sodio preferentemente concentrada a una concentraciéon final de aproximadamente 1 a
aproximadamente 20 mM y en donde el agente inactivante comprende preferentemente comprende BEI. y v)
mezclar el antigeno de PCV-2 obtenido en la etapa iv) con un componente adicional seleccionado del grupo que
consiste en vehiculos, adyuvantes, diluyentes, excipientes y combinaciones de los mismos farmacéuticamente
aceptables. Preferentemente, el antigeno de PCV-2 comprende la proteina ORF-2 del PCV-2, mas preferentemente
la proteina ORF-2 recombinante del PCV-2, y aun mas preferentemente particulas similares a virus de la proteina
ORF-2. Preferentemente, en la etapa ii), la parte del primer liquido se separa del antigeno de PCV-2 por un
intercambio de una parte del primer liquido por un segundo liquido. El intercambio se realiza preferentemente de tal
manera que comprende las etapas de a) afadir el segundo liquido al primer liquido que contiene el antigeno de
PCV-2 y b) concentrar el antigeno de PCV-2, preferentemente de 3X a 50X, incluso mas preferentemente de 4X a
20X, e incluso mas preferentemente de 7X a 10X en comparacion con el volumen del primer liquido separando una
parte del primer y segundo liquido del antigeno de PCV-2. Preferentemente, la etapa de adicion de liquido y la etapa
de concentracién se realiza varias veces, preferentemente dos veces incluso mas preferentemente tres veces. En tal
caso, no solo se separa el primer liquido, sino también una mezcla del primer y segundo liquido. Preferentemente
cada etapa de adicién de liquido se realiza sustancialmente de manera simultanea o secuencial como se ha descrito
anteriormente. Cuando la etapa de concentracion y la etapa de adicion de liquido se realizan secuencialmente, el
orden de las etapas no importa. Ademas, la etapa de concentracién se realiza preferentemente por filtracion -
preferentemente por dia- y/o ultrafiltracion, utilizando un filtro, que contiene preferentemente una membrana
semipermeable. La membrana semipermeable posee preferentemente un tamafio de poro promedio que es menor
que el antigeno de PCV-2 e impide el paso de al menos 90% del antigeno de PCV-2 a través de los poros de la
membrana semipermeable y retiene el antigeno de PCV-2 dentro el filtro para la recuperacion o recogida.
Preferentemente, el tamafio de poro promedio de la membrana semipermeable o de cualquier otro filtro que se use
en el presente documento, impide el paso de al menos 90% de proteinas de 50 kDa a 500 kDa de tamafio, mas
preferentemente, al menos 90% de proteinas de 75 kDa a 400 kDa de tamafio, y mas preferentemente al menos
90% de proteinas de 100 kDa a 300 kDa de tamario. Este tamafio de poro se prefiere, cuando el antigeno de PCV-2
se produce como un virus completo o como particulas similares a virus.
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De acuerdo con un aspecto adicional, cualquier método descrito anteriormente para obtener un antigeno de PCV-2
con actividad viricida reducida puede incluir etapas de purificacion adicionales para obtener un antigeno de PCV-2
purificado. Sorprendentemente se observd que una composicidon antigénica o inmunogénica que comprendia un
antigeno de PCV-2 purificado, preferentemente en combinacién con un adyuvante, no solo mostraba una actividad
viricida reducida como se describe en el presente documento, sino también presentaba una inmunogenicidad
aumentada en comparacién con una composicion inmunogénica, que no comprendia un antigeno de PCV-2
purificado, lo que significa que comprende un antigeno de PCV-2 no purificado o en bruto.

La expresion “antigeno de PCV-2 purificado” significa, que el antigeno de PCV-2 se purifica en una preparacion
hasta un grado de mas de 50% (p/p), preferentemente de mas de 60% (p/p), preferentemente de mas de 70% (p/p),
preferentemente de mas de 80% (p/p), preferentemente de mas de 85% (p/p), mas preferentemente de mas de 90%
(p/p), incluso mas preferentemente de mas de 95% (p/p) con respecto a la cantidad total de proteina incluida en la
composicion inmunogénica. En otras palabras, si una preparacion comprende un antigeno de PCV-2 con un grado
de pureza de 80% (p/p), dicha preparacion comprende no mas 20% (p/p) de proteinas no PCV-2 con respecto a la
cantidad total de proteina incluida en la composicién inmunogénica. Preferentemente, el grado de pureza se mide en
la preparacion, es decir en la composicion inmunogénica antes de mezclar con adyuvantes o con cualquier otros
excipientes o agente inactivante. Sin embargo, si el adyuvante usado en la composicién inmunogénica final es un
adyuvante no basado en proteinas, la adicion del adyuvante no posee ningun efecto de valor sobre la pureza. El
grado de pureza del antigeno de PCV-2 puede calcularse por métodos convencionales conocidos por un experto en
la materia, por ejemplo, por Mancha de Proteina Imperial (Pierce) después de preparacion en SDS-PAGE,
cromatografia de gases, analisis por HPLC, etc. El método preferido de acuerdo con la presente descripcion para
calcular la pureza o grado de pureza de un antigeno de PCV-2 en una preparacion, es decir una composicion
inmunogénica, es la tinciéon con Manchas de Proteina Imperial (Pierce), que se realiza de la siguiente manera: La
preparacion que comprende el antigeno de PCV-2 se separa mediante geles Bis-Tris NUPAGE al 10% (Invitrogen)
usando el sistema de tampén MOPS NuPAGE (Invitrogen). Los geles se procesaron en condiciones
desnaturalizantes (todos los tampones poseian SDS en su interior) y reductoras (el tamp6n de carga poseia 2-
mercaptoetanol). Después de cargar los geles con las muestras, los geles se procesaron durante 55 min a 200 Volts
constantes. Una vez completado el procesamiento, los geles se tifieron usando la Mancha de Proteina Imperial
(Pierce) y se destifieron de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Por otro lado, la expresion antigeno de PCV-2 “no purificado” o “bruto” se refiere a una preparacion en bruto que
comprende el antigeno de PCV-2. El antigeno de PCV-2 normalmente se produce in vitro en cultivos celulares. Por
tanto, un antigeno de PCV-2 en bruto se refiere a una mezcla de antigeno de PCV-2 y el cultivo celular o el material
de cultivo celular usado para la produccion del antigeno de PCV-2. Ademas, un antigeno de PCV-2 no purificado
también significa un antigeno de PCV-2 purificado parcialmente, que posee preferentemente un grado de pureza de
menos de 50% (p/p), mas preferentemente de menos de 40% (p/p), incluso mas preferentemente de menos de 30%
(p/p), incluso mas preferentemente de menos de 20% (p/p) con respecto a la cantidad total de proteina incluida en la
composicion inmunogénica.

Ademas, las expresiones “inmunogenicidad aumentada o inmunogenicidad mejorada”, como se usa en el presente
documento, significa que la respuesta inmunitaria producida por una composiciéon inmunogénica que comprende un
antigeno de interés aumenta en comparaciéon con una composicién inmunogénica de referencia que comprende un
antigeno diferente o un grado de pureza del antigeno diferente, si esta respuesta inmunitaria es una respuesta
inmunitaria mediada por células y/o medida por anticuerpos. De acuerdo con un aspecto preferido, la expresion
inmunogenicidad aumentada o inmunogenicidad mejorada significa que la respuesta inmunitaria mediada por
anticuerpos provocada por una composicion inmunogénica que comprende el antigeno de interés aumenta en
comparacién con una composicion inmunogénica de referencia que comprende un antigeno diferente o un grado de
pureza del antigeno diferente. En este sentido, la respuesta inmunitaria mediada por anticuerpos significa, que la
produccion de anticuerpos, que es especifica del antigeno de interés aumenta en comparacion con la produccion de
anticuerpos provocada por una composicion inmunogénica de referencia que comprende un antigeno diferente o un
grado de pureza del antigeno diferente.

El término “aumentado” significa, que la respuesta inmunitaria mediada por células y/o anticuerpos aumenta al
menos 10%, preferentemente al menos 20%, mas preferentemente al menos 30%, incluso mas preferentemente al
menos 40%, incluso mas preferentemente al menos 50%, incluso mas preferentemente al menos 75%, mas
preferentemente al menos 100% en comparacién con la respuesta inmunitaria mediada por células y/o anticuerpos
provocada por un composicion inmunogénica de referencia que comprende un antigeno diferente o un grado de
pureza diferente del antigeno.

En el conocimiento general de un experto en la materia se encuentra como medir la respuesta inmunitaria mediada
por anticuerpos y/o células. En particular, para dicho experto en la materia es evidente comparar la respuesta
inmunitaria mediada por células de la composicién inmunogénica de interés con la respuesta inmunitaria mediada
por células de la composicion de referencia o la respuesta inmunitaria mediada por anticuerpos de la composiciéon
inmunogénica de interés con la de la composicion de referencia, pero ninguna de la respuesta inmunitaria mediada
por células de una composicion inmunogénica de interés con la respuesta inmunitaria mediada por anticuerpos de la
composicion de referencia o vice versa. Ademas, la respuesta inmunitaria mediada por células puede medirse, por
ejemplo, midiendo la activacion de células T citotdxicas por una composicion/inmunogénica/antigeno de interés. La
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respuesta inmunitaria mediada por anticuerpos puede medirse, por ejemplo, midiendo la cantidad de anticuerpos
especificos contra antigenos, generados debido a la administracion de la composicion inmunogénica que comprende
dicho antigeno a un animal. La respuesta inmunitaria mediada por células y/o anticuerpos puede medirse, por
ejemplo, usando un modelo murino. De acuerdo con la presente descripcion, el modelo murino se usa como el
método de referencia.

La expresion “composicion inmunogénica” significa, pero sin limitacién, una composicion objeto que comprende al
menos un antigeno que provoca una respuesta inmunitaria mediada por células y/o antigenos en un hospedador
contra el antigeno de interés. Habitualmente, una "respuesta inmunitaria" incluye, pero sin limitacion, uno o mas de
los siguientes efectos: la produccién o activacion de anticuerpos, células B, células T auxiliares, células T supresoras
y/o células T citotoxicas y/o células T gamma-delta, dirigidas especificamente contra un antigeno o antigenos
incluidos en la composicion o vacuna de interés. Preferentemente, el hospedador presentara una respuesta
inmunitaria terapéutica o protectora, de tal manera que la resistencia a nueva infeccién se potenciara y/o la gravedad
clinica de la enfermedad se reducira. En tal caso, la composicion inmunogénica es una “vacuna”. Dicha proteccion
se demostrara por una reduccién o ausencia de sintomas mostrados normalmente por un hospedador infectado, un
tiempo de recuperacion mas rapido y/o un titulo viral mas bajo en el hospedador infectado.

La purificacion adicional del antigeno de PCV-2 puede conseguirse con procedimientos cromatograficos,
preferentemente un procedimiento cromatografico en dos etapas. Si el antigeno de PCV-2 se ensambla con
particulas similares a virus (VLP), una etapa, preferentemente la primera etapa, es preferentemente una
cromatografia de exclusion por tamafio (filtracion en gel) que puede realizarse, por ejemplo, usando una matriz
Sephacryl S300. En una escala de laboratorio se prefiere mas el uso de columnas HiPrep 26/60 Sephacryl S300HR.
Sin embargo, en la técnica puede usarse cualquier otras matrices de cromatografia de exclusion por tamafio
conocidas por un experto en la materia que permita, la separacién de las VLP de la ORF2 del PCV-2 del filtrado o
sobrenadante de cultivo. Se describen matrices adecuadas, por ejemplo, en E.L.V. Harris y S. Angel (eds.), Protein
purification methods — a practical approach, IRL Press Oxford 1995). La cromatografia de filtracion en gel puede
realizarse, por ejemplo, cargando la columna con la preparacion en bruto que comprende el antigeno de PCV-2 con
un caudal de 1,0 ml/min y eluyendo la columna con un volumen de columna de 1,5 de un tampdn que comprende
Tris 20 mM, pH 6,5, DTT 5 mM. Sin embargo, el antigeno ORF2 del PCV-2 también puede purificarse usando
cromatografia de afinidad, por ejemplo, mediante unién selectiva a un anticuerpo especifico de ORF2 del PCV-2
inmovilizado, o cualquier otro método conocido por un experto en la materia.

Por tanto, de acuerdo con un aspecto preferido, la presente descripcién proporciona un método para producir una
composicion antigénica de PCV-2 que comprende las etapas de i) obtener un primer liquido que contenga un
antigeno de PCV-2 , ii) separar al menos una parte del primer liquido del antigeno de PCV-2 vy iii) purificar lo
recogido de la etapa ii) que comprende el antigeno de PCV-2, preferentemente el antigeno ORF2 del PCV-2 por
procedimientos cromatograficos. La cromatografia de exclusiéon por tamafio se realiza preferentemente como se
describe en el presente documento, preferentemente como se describe en el Ejemplo 3. Preferentemente, la
exclusion por tamafio da como resultado una composicién inmunogénica que posee un grado de pureza de mas de
80% (p/p), preferentemente mas de 90% (p/p) con respecto a la cantidad total de proteina incluida en la composicion
inmunogénica antes de la mezcla con el adyuvante. El grado de pureza puede calcularse por tincion con Mancha de
Proteina Imperial (Pierce) después de SDS PAGE mediante geles Bis-Tris en NuPAGE al 10% (Invitrogen) usando
el sistema de tampdén MOPS NuPAGE (Invitrogen).

Por tanto, de acuerdo con un aspecto preferido la presente descripcién proporciona un método para producir una
composicion antigénica de PCV-2 que comprende las etapas de i) obtener un primer liquido que contenga un
antigeno de PCV-2 , ii) separar al menos una parte del primer liquido del antigeno de PCV-2 vy iii) purificar lo
recogido de la etapa ii) que comprende el antigeno de PCV-2, por cromatografia de exclusion de tamafio (filtracion
en gel).

Para obtener un grado de pureza mas alto puede realizarse una segunda etapa de cromatografia, que sin embargo,
es diferente de la primera. Por ejemplo, si la primera etapa de purificacion/etapa de cromatografia es de exclusion
por tamano (filtracion en gel) la segunda debe ser diferente, por ejemplo, una cromatografia de afinidad,
cromatografia de intercambio idnico, etc. Preferentemente, si la primera etapa para purificar el antigeno de PCV-2,
preferentemente para purificar el antigeno ORF2 del PCV-2, es una cromatografia de exclusién por tamafio
(filtracion en gel), la segunda etapa puede ser una cromatografia por intercambio i6nico, preferentemente
cromatografia por intercambio aniénico (AIEX). Una matriz de cromatografia de intercambio aniénico preferida para
la purificacion del antigeno de PCV-2, preferentemente el antigeno ORF2 del PCV-2, es Q Sepharose. En una
escala pequefia de aproximadamente 50 ml, se prefiere mas el uso de columnas HiTrap Q Sepharose HP 5 ml. La
cromatografia de intercambio anidnico puede realizarse, por ejemplo, como se describe en el Ejemplo 3. En
resumen, sobre la columna AIEX pueden cargarse aproximadamente 50 ml del conjunto de la fraccidon de volumen
inicial de la etapa de cromatografia de exclusiéon por tamafio a un caudal de 3,0 ml/min. Después de una etapa de
lavado usando, por ejemplo, Tris 20 mM, pH 6,5, DTT 5 mM para separar el material no unido, la proteina puede
eluirse con una sola etapa de volumenes de 8 columnas del siguiente tampén (Tris 20 mM, pH 6,5, DTT 5 mM, NaCl
1,0 M). El flujo a través del procesamiento AIEX puede cargase de nuevo sobre la columna Q Sepharose y eluirse,
como se ha descrito anteriormente, para aumentar el rendimiento. Esta técnica en dos etapas (cromatografia
exclusion por tamafio seguido de cromatografia de intercambio anidnico) separa eficazmente el antigeno ORF2 del
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PCV-2 de la mayoria del resto de componentes de proteinas del material recogido del cultivo.

Por tanto, de acuerdo con un aspecto preferido, la presente descripcién proporciona un método para producir una
composicion antigénica de PCV-2 que comprende las etapas de i) obtener un primer liquido que contenga un
antigeno de PCV-2 , ii) separar al menos una parte del primer liquido del antigeno de PCV-2 vy iii) purificar el material
recogido de la etapa ii) que comprende el antigeno de PCV-2, mediante una cromatografia en dos
etapas.Preferentemente la primera etapa de cromatografia es diferente de la segunda etapa. Si la primera etapa es
una cromatografia de exclusién por tamafio (filtracién en gel) la segunda etapa puede ser una cromatografia de
intercambio i6nico, preferentemente cromatografia de intercambio aniénico (AIEX). Preferentemente, en cualquiera
de los métodos descritos anteriormente, que incluye una o mas etapas de purificacion adicionales para obtener un
antigeno de PCV-2 purificado, preferentemente una proteina ORF-2 del PCV-2, la parte del primer liquido se separa
del antigeno de PCV-2 por un intercambio de una parte del primer liquido por un segundo liquido. El intercambio se
realiza preferentemente de tal manera que comprende las etapas de a) afiadir el segundo liquido al primer liquido
que contiene el antigeno de PCV-2 y b) concentrar el antigeno de PCV-2, preferentemente de 3X a 50X, incluso mas
preferentemente de 4X a 20X, e incluso mas preferentemente de 7X a 10X en comparacién con el volumen del
primer liquido separando una parte del primer y segundo liquidos del antigeno de PCV-2. Preferentemente, la etapa
de adicion de liquido y la etapa de concentracion se realiza varias veces, preferentemente dos veces e incluso mas
preferentemente tres veces. En dichos casos, no solo se separa el primer liquido, sino también una mezcla del
primer y segundo liquido.Preferentemente, cada etapa de adicion de liquido se realiza sustancialmente de manera
simultanea o secuencial como se ha descrito anteriormente.Cuando la etapa de concentracion y la etapa de adicién
de liquido se realiza secuencialmente, el orden de las etapas no importa.Ademas, la etapa de concentracion se
realiza preferentemente por filtracion - preferentemente por dia- y/o ultrafiltracién, utilizando un filtro, que contiene
preferentemente una membrana semipermeable.La membrana semipermeable posee preferentemente un tamario
de poro promedio que es menor que el antigeno de PCV-2 e impide el paso de al menos 90% del antigeno de PCV-
2 a través de los poros de la membrana semipermeable y retiene el antigeno de PCV-2 dentro el filtro para la
recuperacion o recogida.Preferentemente, el tamafio de poro promedio de la membrana semipermeable o de
cualquier oftro filiro que se use en el presente documento, impide el paso de al menos 90% de proteinas de 50 kDa a
500 kDa de tamafio, mas preferentemente, al menos 90% de proteinas de 75 kDa a 400 kDa de tamafio, y mas
preferentemente al menos 90% de proteinas de 100 kDa a 300 kDa de tamario.Este tamafio de poro se prefiere,
cuando el antigeno de PCV-2 se produce como un virus completo o como particulas similares a virus.En formas
preferidas, el método para producir una composicién antigénica de PCV-2 descrita anteriormente comprende
adicionalmente las etapas de i) obtener un antigeno de PCV-2 en un primer liquido en donde el antigeno de PCV-2
se obtiene mediante un vector viral, preferentemente un vector viral baculovirus recombinante, que contiene y
expresa el antigeno de PCV-2, preferentemente, la ORF2 del PCV-2 y en donde el antigeno de PCV-2 comprende la
proteina ORF-2 del PCV-2, mas preferentemente la proteina ORF-2 recombinante del PCV-2, y aiun mas
preferentemente particulas similares a virus de la proteina ORF-2;ii) separar al menos una parte del primer liquido
del antigeno de PCV-2;iii) inactivar el vector viral baculovirus recombinante con un agente inactivante de ADN,
preferentemente en presencia de aproximadamente 1 a aproximadamente 20 mM de etilenimina binaria;iv) afadir
una cantidad de un agente neutralizante que neutralice al agente inactivante , siendo la cantidad de agente
neutralizante equivalente a la cantidad de agente inactivante , en donde el agente neutralizante comprende
preferentemente una solucién de tiosulfato de sodio preferentemente concentrada a una concentracién final de
aproximadamente 1 a aproximadamente 20 mM y en donde el agente inactivante comprende preferentemente BEl.y
v) mezclar el antigeno de PCV-2 obtenido en la etapa iv) con un componente adicional seleccionado del grupo que
consiste en vehiculos, adyuvantes, diluyentes, excipientes y combinaciones de los mismos farmacéuticamente
aceptables.La purificacion adicional,preferentemente, la estrategia de purificacion en dos etapas que incluye la etapa
de prefiltracion dara como resultado una composicién inmunogénica que posee un grado de pureza de mas de 80%
(p/p), preferentemente de mas de 85% (p/p), incluso mas preferentemente de mas de 90% (p/p), mas
preferentemente o mas de 95% (p/p) con respecto a la cantidad total de proteina incluida en la composicion
inmunogénica antes de la mezcla con cualquier adyuvante.

La composicion antigénica de PCV-2 producida por el método descrito en el presente documento produce una
pérdida de TCID50 de menos de 1 log de un virus vivo o de UFC de menos de 1 log por ml de una bacteria viva, en
donde el virus vivo o la bacteria viva se mezclan y se incuban con la composicion antigénica de PCV-2 durante dos
horas o mas, preferentemente durante mas de 4 horas, incluso mas preferentemente durante mas de 12 horas,
incluso mas preferentemente durante mas de 24 horas, incluso mas preferentemente durante mas de 2 dias, incluso
mas preferentemente durante mas de 4 dias, incluso mas preferentemente durante mas de 7 dias, incluso mas
preferentemente durante mas de 2 semanas, incluso mas preferentemente durante mas de 4 semanas, incluso mas
preferentemente durante mas de 2 meses, incluso mas preferentemente durante mas de 3 meses, incluso mas
preferentemente durante mas de 4 meses, incluso mas preferentemente durante mas de 6 meses, incluso mas
preferentemente durante mas de 9 meses, incluso mas preferentemente durante mas de 12 meses, incluso mas
preferentemente durante mas de 18 meses, mas preferentemente durante mas de 2 afos. Mas preferentemente, la
composicion antigénica de PCV-2 producida por el método descrito en el presente documento produce una pérdida
de TCID50 de menos de 0.9 log de un virus vivo o de UFC de menos de 0.9 log por ml de una bacteria viva, cuando
el virus vivo o la bacteria viva se mezclan y se incuban con la composicién antigénica de PCV-2 durante dos horas o
mas, preferentemente durante mas de 4 horas, incluso mas preferentemente durante mas de 12 horas, incluso mas
preferentemente durante mas de 24 horas, incluso mas preferentemente durante mas de 2 dias, incluso mas

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2657812713

preferentemente durante mas de 4 dias, incluso mas preferentemente durante mas de 7 dias, incluso mas
preferentemente durante mas de 2 semanas, incluso mas preferentemente durante mas de 4 semanas, incluso mas
preferentemente durante mas de 2 meses, incluso mas preferentemente durante mas de 3 meses, incluso mas
preferentemente durante mas de 4 meses, incluso mas preferentemente durante mas de 6 meses, incluso mas
preferentemente durante mas de 9 meses, incluso mas preferentemente durante mas de 12 meses, incluso mas
preferentemente durante mas de 18 meses, mas preferentemente durante mas de 2 afos. Incluso mas
preferentemente, la composicion antigénica de PCV-2 producida por el método descrito en el presente documento
produce una pérdida de TCID50 de menos de 0,7 log por ml de un virus vivo o menos de UFC de 0,7 log por ml de
una bacteria viva, cuando el virus vivo o la bacteria viva se mezclan y se incuban con la composicién antigénica de
PCV-2 durante dos horas o mas, preferentemente durante mas de 4 horas, incluso mas preferentemente durante
mas de 12 horas, incluso mas preferentemente durante mas de 24 horas, incluso mas preferentemente durante mas
de 2 dias, incluso mas preferentemente durante mas de 4 dias, incluso mas preferentemente durante mas de 7 dias,
incluso mas preferentemente durante mas de 2 semanas, incluso mas preferentemente durante mas de 4 semanas,
incluso mas preferentemente durante mas de 2 meses, incluso mas preferentemente durante mas de 3 meses,
incluso mas preferentemente durante mas de 4 meses, incluso mas preferentemente durante mas de 6 meses,
incluso mas preferentemente durante mas de 9 meses, incluso mas preferentemente durante mas de 12 meses,
incluso mas preferentemente durante mas de 18 meses, mas preferentemente durante mas de 2 afios. Incluso mas
preferentemente, la composicion antigénica de PCV-2 producida por el método descrito en el presente documento
produce una pérdida de TCID50 de menos de 0,5 log por ml de un virus vivo o de UFC de menos de 0,5 log por ml
de una bacteria viva, cuando el virus vivo o la bacteria viva se mezclan y se incuban con la composiciéon antigénica
de PCV-2 durante dos horas o mas, preferentemente durante mas de 4 horas, incluso mas preferentemente durante
mas de 12 horas, incluso mas preferentemente durante mas de 24 horas, incluso mas preferentemente durante mas
de 2 dias, incluso mas preferentemente durante mas de 4 dias, incluso mas preferentemente durante mas de 7 dias,
incluso mas preferentemente durante mas de 2 semanas, incluso mas preferentemente durante mas de 4 semanas,
incluso mas preferentemente durante mas de 2 meses, incluso mas preferentemente durante mas de 3 meses,
incluso mas preferentemente durante mas de 4 meses, incluso mas preferentemente durante mas de 6 meses,
incluso mas preferentemente durante mas de 9 meses, incluso mas preferentemente durante mas de 12 meses,
incluso mas preferentemente durante mas de 18 meses, mas preferentemente durante mas de 2 afios. Incluso mas
preferentemente, la composicidon antigénica de PCV-2 producida por el método descrito en el presente documento
produce una pérdida de TCID50 de menos de 0,3 log por ml de un virus vivo o de UFC de menos de 0,3 log por ml
de una bacteria viva, cuando el virus vivo o la bacteria viva se mezclan y se incuban con la composicién antigénica
de PCV-2 durante dos horas o mas, preferentemente durante mas de 4 horas, incluso mas preferentemente durante
mas de 12 horas, incluso mas preferentemente durante mas de 24 horas, incluso mas preferentemente durante mas
de 2 dias, incluso mas preferentemente durante mas de 4 dias, incluso mas preferentemente durante mas de 7 dias,
incluso mas preferentemente durante mas de 2 semanas, incluso mas preferentemente durante mas de 4 semanas,
incluso mas preferentemente durante mas de 2 meses, incluso mas preferentemente durante mas de 3 meses,
incluso mas preferentemente durante mas de 4 meses, incluso mas preferentemente durante mas de 6 meses,
incluso mas preferentemente durante mas de 9 meses, incluso mas preferentemente durante mas de 12 meses,
incluso mas preferentemente durante mas de 18 meses, mas preferentemente durante mas de 2 afios. El virus vivo
puede ser cualquier virus vivo, pero preferentemente el virus vivo es el virus del PRRS, preferentemente el virus del
PRRS que posee el numero de acceso VR 2332 de la ATTC. La bacteria viva puede ser cualquier bacteria, pero es
preferentemente la bacteria Mycoplasma hyopneumonia, preferentemente la cepa J de Mycoplasma hyopneumonia.
La TCID50 por ml puede calcularse mediante un ensayo de titulacion in vitro convencional que permite calcular la
cantidad de un virus vivo. La UFC por ml también puede determinarse mediante un ensayo de titulacion in vitro
convencional que permite calcular la cantidad de una bacteria viva. La expresion “por ml” se refiere preferentemente
a 1 ml de un liquido. Dicho antigeno de PCV-2 purificado, no solo muestra actividad viricida reducida, como se
define en el presente documento, sino que también muestra una o una inmunogenicidad aumentada en comparacion
con un antigeno de PCV-2 no purificado como se define en el presente documento, preferentemente dicho antigeno
de PCV-2 purificado aumenta la respuesta inmunitaria mediada por células y/o anticuerpos al menos 10%,
preferentemente al menos 20%, mas preferentemente al menos 30%, incluso mas preferentemente al menos 40%,
incluso mas preferentemente al menos 50%, incluso mas preferentemente al menos 75%, mas preferentemente al
menos 100% en comparacion con la respuesta inmunitaria mediada por células y/o anticuerpos provocada por una
composicion inmunogénica de referencia que comprende un antigeno de PCV-2 no purificado.

Por tanto, de acuerdo con un aspecto adicional, la presente solicitud proporciona un método para producir una
composicion antigénica de PCV-2 que comprende las etapas de i) obtener un primer liquido que contenga un
antigeno de PCV-2 , ii) separar al menos una parte del primer liquido del antigeno de PCV-2, en donde la
composicion antigénica de PCV-2 obtenida después de la etapa ii) provoca una pérdida de TCID50 de menos de 1
log - preferentemente por ml -, preferentemente una TCID50 de menos de 0,9 log, -preferentemente por ml -, incluso
mas preferentemente una TCID50 de menos de 0,7 log - preferentemente por ml -, incluso mas preferentemente una
TCID50 de menos de 0,5 log, -preferentemente por ml -, mas preferentemente una TCID50 de menos de 0,3 log -
preferentemente por ml - de un virus vivo, preferentemente de un PRRSV vivo o una UFC de menos de 1 log -
preferentemente por ml -, preferentemente una UFC de menos de 0,9 log - preferentemente por ml -, incluso mas
preferentemente una UFC de menos de 0,7 log - preferentemente por ml -, incluso mas preferentemente una UFC
de menos de 0,5 log - preferentemente por ml -, mas preferentemente una UFC de menos de 0,3 log -
preferentemente por ml - de una bacteria viva, preferentemente de Mycoplasma hyopneumoniae, cuando el virus
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vivo, preferentemente el PRRSV o bacteria viva, preferentemente Mycoplasma hyopneumoniae se mezclan y se
incuban con la composicion antigénica de PCV-2 durante 2 horas o mas, preferentemente durante mas de 4 horas,
incluso mas preferentemente durante mas de 12 horas, incluso mas preferentemente durante mas de 24 horas,
incluso mas preferentemente durante mas de 2 dias, incluso mas preferentemente durante mas de 4 dias, incluso
mas preferentemente durante mas de 7 dias, incluso mas preferentemente durante mas de 2 semanas, incluso mas
preferentemente durante mas de 4 semanas, incluso mas preferentemente durante mas de 2 meses, incluso mas
preferentemente durante mas de 3 meses, incluso mas preferentemente durante mas de 4 meses, incluso mas
preferentemente durante mas de 6 meses, incluso mas preferentemente durante mas de 9 meses, incluso mas
preferentemente durante mas de 12 meses, incluso mas preferentemente durante mas de 18 meses, mas
preferentemente durante mas de 2 afos. Preferentemente, la parte del primer liquido se separa del antigeno de
PCV-2 por un intercambio de una parte del primer liquido por un segundo liquido. El intercambio se realiza
preferentemente de tal manera que comprende las etapas de a) afadir el segundo liquido al primer liquido que
contiene el antigeno de PCV-2 y b) concentrar el antigeno de PCV-2, preferentemente de 3X a 50X, incluso mas
preferentemente de 4X a 20X, e incluso mas preferentemente de 7X a 10X en comparacién con el volumen del
primer liquido separando una parte del primer y segundo liquidos del antigeno de PCV-2. Preferentemente, la etapa
de adicion de liquido y la etapa de concentracion se realiza varias veces, preferentemente dos veces incluso mas
preferentemente tres veces. En tal caso, no solo se separa el primer liquido, sino también una mezcla del primer y
segundo liquido. Preferentemente cada etapa de adicion de liquido se realizan sustancialmente de manera
simultanea o secuencial como se ha descrito anteriormente. Cuando la etapa de concentracion y la etapa de adicion
de liquido se realiza secuencialmente, el orden de las etapas no importa. Ademas, la etapa de concentracién se
realiza preferentemente por filtracion - preferentemente por dia- y/o ultrafiltracién, utilizando un filtro, que contiene
preferentemente una membrana semipermeable. La membrana semipermeable posee preferentemente un tamafio
de poro promedio que es menor que el antigeno de PCV-2 e impide el paso de al menos 90% del antigeno de PCV-
2 a través de los poros de la membrana semipermeable y retiene el antigeno de PCV-2 dentro el filtro para la
recuperacion o recogida. Preferentemente, el tamafio de poro promedio de la membrana semipermeable o de
cualquier otro filiro que se use en el presente documento, impide el paso de al menos 90% de proteinas de 50 kDa a
500 kDa de tamafio, mas preferentemente, al menos 90% de proteinas de 75 kDa a 400 kDa de tamafio, y mas
preferentemente al menos 90% de proteinas de 100 kDa a 300 kDa de tamario. Este tamafio de poro se prefiere,
cuando el antigeno de PCV-2 se produce como un virus completo o como particulas similares a virus. Cuando el
antigeno de PCV-2 se obtiene mediante un vector viral, preferentemente un vector viral baculovirus recombinante,
que contiene y expresa el antigeno de PCV-2, preferentemente, la ORF2 del PCV-2, el proceso comprende
adicionalmente iii) inactivar el vector viral de baculovirus recombinante con un agente inactivante de ADN,
preferentemente en presencia de aproximadamente 1 a aproximadamente 20 mM de etilenimina binaria; iv) afadir
una cantidad de agente neutralizante que neutralice al agente inactivante , siendo la cantidad de agente
neutralizante equivalente a la cantidad de agente inactivante , en donde el agente neutralizante comprende
preferentemente una solucién de tiosulfato de sodio preferentemente concentrada a una concentracién final de
aproximadamente 1 a aproximadamente 20 mM y en donde el agente inactivante comprende preferentemente BEI.
Preferentemente, las etapas de inactivacion y neutralizacion se realizan después de que al menos una parte del
primer liquido se separe del antigeno de PCV-2, mas preferentemente después de recoger el antigeno de PCV-2.
Incluso mas preferentemente, las etapas de inactivacion y neutralizacion se realizan después de que la parte del
primer liquido se separe del antigeno de PCV-2 por un intercambio de una parte del primer liquido por un segundo
liquido. Cuando el intercambio de la parte del primer liquido por un segundo liquido se realiza de tal manera que
comprende las etapas de a) afiadir el segundo liquido al primer liquido que contiene el antigeno de PCV-2 y b)
concentrar el antigeno de PCV-2 preferentemente de 3X a 50X, incluso mas preferentemente de 4X a 20X, e incluso
mas preferentemente de 7X a 10X en comparacién con el volumen del primer liquido separando una parte del primer
y segundo liquidos del antigeno de PCV-2, las etapas de inactivacion y neutralizacion se realizan después de la
etapa de concentracion. Cuando la etapa de adicion de liquido y la etapa de concentracion se realizan varias veces,
preferentemente dos veces e incluso mas preferentemente tres veces, dichas etapas de inactivacion y neutralizacion
se realizan después de la Ultima etapa de adicion de liquido y la etapa de concentracion. Cuando la etapa de
concentracion se realiza por filtracion - preferentemente por dia- y/o ultrafiltracion, utilizando un filtro, que contiene
preferentemente una membrana semipermeabile, las etapas de inactivacion y neutralizacion se realizan después de
la etapa de filtraciéon descrita anteriormente, utilizando preferentemente una membrana semipermeable. La
membrana semipermeable posee preferentemente un tamafo de poro promedio que es menor que el antigeno de
PCV-2 e impide el paso de al menos 90% del antigeno de PCV-2 a través de los poros de la membrana
semipermeable y retiene el antigeno de PCV-2 dentro el filtro para la recuperacion o recogida. Preferentemente, el
tamano de poro promedio de la membrana semipermeable o de cualquier otro filtro que se use en el presente
documento, impide el paso de al menos 90% de proteinas de 50 kDa a 500 kDa de tamarfio, mas preferentemente, al
menos 90% de proteinas de 75 kDa a 400 kDa de tamafo, y mas preferentemente al menos 90% de proteinas de
100 kDa a 300 kDa de tamafio. Este tamafio de poro se prefiere, cuando el antigeno de PCV-2 se produce como un
virus completo o como particulas similares a virus. Preferentemente, la purificacion adicional para obtener un
antigeno de PCV-2 purificado, como se define en el presente documento,puede conseguirse realizando una etapa
de purificacion adicional que comprende iii) purificar el material recogido de la etapa ii) que comprende el antigeno
de PCV-2, que se obtiene después de separar una parte del primer liquido, por una etapa de cromatografia. Para
obtener un grado de pureza mas alto puede realizarse una segunda etapa de cromatografia que, sin embargo, es
diferente de la primera.Por ejemplo si la primera etapa de purificacion/etapa de cromatografia es por exclusion de
tamafio (filtracion en gel) la segunda debe ser diferente de esta, por ejemplo, una cromatografia de afinidad,
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cromatografia de intercambio i6nico, etc. Preferentemente, si la primera etapa para purificar el antigeno de PCV-2,
preferentemente para purificar el antigeno ORF2 del PCV-2, es una cromatografia de exclusién por tamafio
(filtracién en gel) la segunda etapa puede ser una cromatografia de intercambio idnico preferentemente una
cromatografia de intercambio aniénico (AIEX).Una matriz de cromatografia de intercambio aniénico preferida para la
purificacion del antigeno de PCV-2, preferentemente el antigeno ORF2 del PCV-2 es Q Sepharose.En una pequefia
escala de aproximadamente 50 ml, se prefiere mas el uso de columnas de 5 ml de HiTrap Q Sepharose HP. La
cromatografia de intercambio anidnico puede realizarse, por ejemplo, como se describe en el Ejemplo 3.En
resumen, sobre la columna AIEX pueden cargarse aproximadamente 50 ml del conjunto de la fraccion del volumen
inicial de la etapa de cromatografia de exclusiéon por tamafio a un caudal de 3,0 ml/min. Después de una etapa de
lavado usando, por ejemplo, Tris 20 mM, pH 6,5, DTT 5 mM para separar el material no unido, la proteina puede
eluirse con una sola etapa de volumenes de 8 columnas del siguiente tampén (Tris 20 mM, pH 6,5, DTT 5 mM, NaCl
1,0 M). El flujo a través del cual el procesamiento AIEX puede cargase de nuevo sobre la columna Q Sepharose y
eluirse, como se ha descrito anteriormente para aumentar el rendimiento.Esta técnica en dos etapas (cromatografia
de exclusion por tamafio seguido de cromatografia de intercambio aniénico) separa eficazmente el antigeno ORF2
del PCV-2 de la mayoria del resto de componentes de proteina del material recogido del cultivo.

La composicion antigénica de PCV-2 obtenida de acuerdo con el método descrito anteriormente o el antigeno de
PCV-2 usado en la etapa i) del método descrito anteriormente, puede combinarse con al menos un agente adicional,
preferentemente un antigeno viral o bacteriano, incluso mas preferentemente, un antigeno viral o bacteriano de al
menos otro organismo causante de enfermedades porcinas. El antigeno adicional puede ser cualquiera de los
descritos en la Solicitud de Patente Internacional WO2007/094893. En resumen, los antigenos adicionales pueden
ser antigenos de cualquier otro organismo causante de enfermedades porcinas. Preferentemente el “otro organismo
causante de enfermedades” porcinas se selecciona del grupo que consiste en: Actinobacillus pleuropneumonia (1);
Adenovirus (2); Alfavirus, tal como el virus de la encefalomielitis equina oriental (3); Bordetella bronchiseptica (4);
Brachyspira spp. (5),preferentemente B. hyodyentheriae (6); B. piosicoli (7), Brucella suis, preferentemente las
biovariedades 1, 2 y 3 (8); el virus de la fiebre porcina clasica (9); Clostridium spp. (10), preferentemente Cl. difficile
(11), CI. perfringens tipos A, B y C (12), Cl. novyi (13), Cl.septicum (14), Cl. tetani (15); Coronavirus (16),
preferentemente Coronavirus respiratorio porcino (17); Eperythrozoonosis suis (18); Erysipelothrix rhsiopathiae (19)
Escherichia coli (20); Haemophilus parasuis, preferentemente subtipos 1, 7 y 14 (21); virus de la encefalomielitis
hemoaglutinante (22); virus de la encefalitis japonesa (23); Lawsonia intracellularis(24) Leptospira spp. (25),
preferentemente Leptospira australis (26); Leptospira canicola (27); Leptospira grippotyphosa (28); Leptospira
icterohaemorrhagicae (29); y Leptospira interrogans (30); Leptospira pomona (31); Leptospira tarassovi (32);
Mycobacterium spp. (33) Preferentemente M. avium (34), M. intracellulare (35) y M.bovis (36); Mycoplasma
hyopneumoniae (37); Pasteurella multocida (38); citomegalovirus porcino (39); parvovirus porcino (40); Virus del
Sindrome Reproductivo y Respiratorio Porcino (41PRRS); virus de la pseudorrabia (42); rotavirus (43); Salmonella
spp. (44), preferentemente S. thyphimurium (45) y S. choleraesuis (46); Staph. hyicus (47); Staphylococcus spp. (48)
preferentemente Streptococcus spp. (49), preferentemente Strep. suis (50); herpesvirus porcino (51); virus de la
gripe porcina (52); virus de la varicela porcina (53); virus de la varicela porcina (54); virus de la estomatitis vesicular
(55); virus de exantema vesicular porcino (56); Leptospira Hardjo (57); y/o Mycoplasma hyosynoviae (58).

Por tanto, de acuerdo con un aspecto adicional, la presente solicitud proporciona una composicion antigénica de
PCV-2 obtenida mediante un método descrito anteriormente que comprende las etapas de i) obtener un antigeno de
PCV-2 en un primer liquido; ii) separar al menos una parte del primer liquido del antigeno de PCV-2; y combinar el
antigeno de PCV-2 con al menos un antigeno adicional, preferentemente un antigeno viral o bacteriano y mas
preferentemente un antigeno viral o bacteriano a partir de al menos otro organismo causantes de enfermedades
porcinas. Preferentemente, el antigeno de PCV-2 comprende la proteina ORF-2 del PCV-2, mas preferentemente la
proteina ORF-2 recombinante del PCV-2, y ain mas preferentemente particulas similares a virus de la proteina
ORF-2. Preferentemente, la parte del primer liquido se separa del antigeno de PCV-2 por un intercambio de una
parte del primer liquido por un segundo liquido. El intercambio se realiza preferentemente de tal manera que
comprende las etapas de a) afiadir el segundo liquido al primer liquido que contiene el antigeno de PCV-2 y b)
concentrar el antigeno de PCV-2, preferentemente de 3X a 50X, incluso mas preferentemente de 4X a 20X, e
incluso mas preferentemente de 7X a 10X en comparacién con el volumen del primer liquido separando una parte
del primer y segundo liquidos del antigeno de PCV-2. Preferentemente, la etapa de adicion de liquido y la etapa de
concentracion se realiza varias veces, preferentemente dos veces incluso mas preferentemente tres veces. En
dichos casos, no solo se separa el primer liquido, sino también una mezcla del primer y segundo liquido.
Preferentemente cada etapa de adicion de liquido se realizan sustancialmente de manera simultanea o secuencial
como se ha descrito anteriormente. Cuando la etapa de concentracion y la etapa de adicion de liquido se realiza
secuencialmente, el orden de las etapas no importa. Ademas, la etapa de concentracion se realiza preferentemente
por filtracién - preferentemente por dia- o ultrafiltracién, utilizando un filtro, que contiene preferentemente una
membrana semipermeable. La membrana semipermeable posee preferentemente un tamafio de poro promedio que
es menor que el antigeno de PCV-2 e impide el paso de al menos 90% del antigeno de PCV-2 a través de los poros
de la membrana semipermeable y retiene el antigeno de PCV-2 dentro el filtro para la recuperacion o recogida.
Preferentemente, el tamafio de poro promedio de la membrana semipermeable o de cualquier otro filtro que se use
en el presente documento, impide el paso de al menos 90% de proteinas de 50 kDa a 500 kDa de tamafio, mas
preferentemente, al menos 90% de proteinas de 75 kDa a 400 kDa de tamafio, y mas preferentemente al menos
90% de proteinas de 100 kDa a 300 kDa de tamario. Este tamafio de poro se prefiere, cuando el antigeno de PCV-2
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se produce como un virus completo o como particulas similares a virus.La purificacién adicional para obtener un
antigeno de PCV-2 purificado puede realizarse como se ha descrito anteriormente.

En formas preferidas, el método para producir una composicion antigénica de PCV-2 descrita anteriormente
comprende adicionalmente las etapas de i) obtener un antigeno de PCV-2 en un primer liquido en donde el antigeno
de PCV-2 se obtiene mediante un vector viral, preferentemente un vector viral baculovirus recombinante, que
contiene y expresa el antigeno de PCV-2, preferentemente, la ORF2 del PCV-2 y en donde el antigeno de PCV-2
comprende la proteina ORF-2 del PCV-2, mas preferentemente la proteina ORF-2 recombinante del PCV-2, y adn
mas preferentemente particulas similares a virus de la proteina ORF-2; ii) separar al menos una parte del primer
liquido del antigeno de PCV-2; iii) inactivar el vector viral baculovirus recombinante con un agente inactivante de
ADN, preferentemente en presencia de aproximadamente 1 a aproximadamente 20 mM de etilenimina binaria; iv)
afiadir una cantidad de agente neutralizante que neutralice al agente inactivante , siendo la cantidad de agente
neutralizante equivalente a la cantidad de agente inactivante , en donde el agente neutralizante comprende
preferentemente una solucién de tiosulfato de sodio preferentemente concentrada a una concentracién final de
aproximadamente 1 a aproximadamente 20 mM y en donde el agente inactivante comprende preferentemente
comprende BEI. y v) mezclar el antigeno de PCV-2 obtenido en la etapa iv) con un componente adicional
seleccionado del grupo que consiste en vehiculos, adyuvantes, diluyentes, excipientes y combinaciones de los
mismos farmacéuticamente aceptables.

En un aspecto adicional del método, el al menos un agente adicional es un antigeno a viral, preferentemente un
antigeno del Virus del Sindrome Reproductivo y Respiratorio Porcino. Incluso mas preferentemente, el antigeno del
Virus del Sindrome Reproductivo y Respiratorio Porcino comprende un virus vivo y ain mas preferentemente un
virus vivo modificado, incluso mas preferentemente un virus atenuado vivo modificado. Aun mas preferentemente, el
antigeno del Virus del Sindrome Reproductivo y Respiratorio Porcino Vivo modificado comprende una cepa de virus
viva modificada con el Nimero de Acceso VR 2332 de la ATCC, y aun mas preferentemente comprende el MLV
(Virus Vivo Modificado) del PRRS INGELVAC®. Por tanto, de acuerdo con un aspecto adicional, la presente solicitud
proporciona un método para producir una composicion antigénica de PCV-2 que comprende las etapas de i) obtener
un primer liquido que contenga un antigeno de PCV-2 , ii) separar al menos una parte del primer liquido del antigeno
de PCV-2, y combinar el antigeno de PCV-2 con un antigeno del Virus del Sindrome Reproductivo y Respiratorio
Porcino.Preferentemente, el antigeno del Virus del Sindrome Reproductivo y Respiratorio Porcino comprende un
virus vivo, auin mas preferentemente un virus vivo modificado e incluso mas preferentemente un virus atenuado vivo
modificado.Aun mas preferentemente, el antigeno del Virus del Sindrome Reproductivo y Respiratorio Porcino Vivo
modificado comprende una cepa de virus viva modificada con el Numero de Acceso VR 2332 de la ATTC, y aun mas
preferentemente comprende MLV del PRRS INGELVAC®. Preferentemente el antigeno de PCV-2 comprende la
proteina ORF-2 del PCV-2, Mas preferentemente la proteina ORF-2 recombinante del PCV-2, y aiun mas
preferentemente particulas similares a virus de la proteina ORF-2. Preferentemente, la parte del primer liquido se
separa del antigeno de PCV-2 por un intercambio de una parte del primer liquido por un segundo liquido. El
intercambio se realiza preferentemente de tal manera que comprende las etapas de a) afiadir el segundo liquido al
primer liquido que contiene el antigeno de PCV-2 y b) concentrar el antigeno de PCV-2, preferentemente de 3X a
50X, incluso mas preferentemente de 4X a 20X, e incluso mas preferentemente de 7X a 10X en comparacion con el
volumen del primer liquido separando una parte del primer y segundo liquidos del antigeno de PCV-2.
Preferentemente, la etapa de adicion de liquido y la etapa de concentracion se realiza varias veces, preferentemente
dos veces, incluso mas preferentemente tres veces. En tal caso, no solo se separa el primer liquido, sino también
una mezcla del primer y segundo liquido. Preferentemente, cada etapa de adicion de liquido se realizan
sustancialmente de manera simultanea o secuencial como se ha descrito anteriormente. Cuando la etapa de
concentracion y la etapa de adicion de liquido se realiza secuencialmente, el orden de las etapas no importa.
Ademas, la etapa de concentracion se realiza preferentemente por filtracion - preferentemente por dia- y/o
ultrafiltracion, utilizando un filtro, que preferentemente contiene una membrana semipermeable.Preferentemente, la
membrana semipermeable posee un tamafio de poro promedio que es menor que el antigeno de PCV-2 e impide el
paso de al menos 90% del antigeno de PCV-2 a través de los poros de la membrana semipermeable y retiene el
antigeno de PCV-2 dentro el filtro para la recuperacion o recogida. Preferentemente, el tamafio de poro promedio de
la membrana semipermeable o de cualquier otro filtro que se use en el presente documento, impide el paso de al
menos 90% de proteinas de 50 kDa a 500 kDa de tamario, mas preferentemente, al menos 90% de proteinas de 75
kDa a 400 kDa de tamario, y mas preferentemente al menos 90% de proteinas de 100 kDa a 300 kDa de tamafio.
Este tamarfio de poro se prefiere, cuando el antigeno de PCV-2 se produce como un virus completo o como
particulas similares a virus. La purificacion adicional para obtener un antigeno de PCV-2 purificado puede realizarse
como se ha descrito anteriormente.

En un aspecto adicional de la presente solicitud, el al menos un antigeno adicional es un antigeno bacteriano,
preferentemente Mycoplasma hyopneumoniae. Preferentemente el antigeno Mycoplasma hyopneumoniae es una
bacterina, y mas preferentemente, la bacterina Mycoplasma hyopneumoniae es INGELVAC® MYCOFLEX. Por
tanto, de acuerdo con un aspecto adicional, la presente solicitud proporciona un método para producir una
composicion antigénica de PCV-2 que comprende las etapas de i) obtener un primer liquido que contenga un
antigeno de PCV-2 , ii) separar al menos una parte del primer liquido del antigeno de PCV-2, y combinar el antigeno
de PCV-2 con un antigeno bacteriano, preferentemente con Mycoplasma hyopneumoniae. Preferentemente el
antigeno Mycoplasma hyopneumoniae es una bacterina, y mas preferentemente, la bacterina Mycoplasma
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hyopneumoniae es INGELVAC® MYCOFLEX. Preferentemente el antigeno de PCV-2 comprende la proteina ORF-2
del PCV-2, mas preferentemente la proteina ORF-2 recombinante del PCV-2, y aiin mas preferentemente particulas
similares a virus de la proteina ORF-2. Preferentemente, la parte del primer liquido se separa del antigeno de PCV-2
por un intercambio de una parte del primer liquido por un segundo liquido. El intercambio se realiza preferentemente
de tal manera que comprende las etapas de a) afadir el segundo liquido al primer liquido que contiene el antigeno
de PCV-2 y b) concentrar el antigeno de PCV-2, preferentemente de 3X a 50X, incluso mas preferentemente de 4X
a 20X, e incluso mas preferentemente de 7X a 10X en comparaciéon con el volumen del primer liquido separando
una parte del primer y segundo liquido del antigeno de PCV-2.Preferentemente, la etapa de adicion de liquido y la
etapa de concentracion se realiza varias veces, preferentemente dos veces incluso mas preferentemente tres veces.
En dichos casos, no solo se separa el primer liquido, sino también una mezcla del primer y segundo liquido.
Preferentemente cada etapa de adicidn se realiza sustancialmente de manera simultanea o secuencial como se ha
descrito anteriormente.Cuando la etapa de concentracion y la etapa de adicion de liquido se realiza
secuencialmente, el orden de las etapas no importa. Ademas, la etapa de concentracién se realiza preferentemente
por filtracién - preferentemente por dia- o ultrafiltracién, utilizando un filtro, que contiene preferentemente una
membrana semipermeable. La membrana semipermeable posee preferentemente un tamario de poro promedio que
es menor que el antigeno de PCV-2 e impide el paso de al menos 90% del antigeno de PCV-2 a través de los poros
de la membrana semipermeable y retiene el antigeno de PCV-2 dentro el filtro para la recuperacion o recogida.
Preferentemente, el tamafio de poro promedio de la membrana semipermeable o de cualquier otro filtro que se use
en el presente documento, impide el paso de al menos 90% de proteinas de 50 kDa a 500 kDa de tamafio, mas
preferentemente, al menos 90% de proteinas de 75 kDa a 400 kDa de tamafio, y mas preferentemente al menos
90% de proteinas de 100 kDa a 300 kDa de tamario. Este tamafio de poro se prefiere, cuando el antigeno de PCV-2
se produce como un virus completo o como particulas similares a virus. La purificacién adicional para obtener un
antigeno de PCV-2 purificado puede realizarse como se ha descrito anteriormente.

En un aspecto adicional de la presente solicitud, el al menos un antigeno adicional incluye un antigeno viral,
preferentemente un antigeno del Virus del Sindrome Reproductivo y Respiratorio Porcino, como se ha descrito
anteriormente y un antigeno bacteriano, preferentemente un antigeno de Mycoplasma hyopneumoniae, como se ha
descrito anteriormente.Preferentemente, el antigeno del Virus del Sindrome Reproductivo y Respiratorio Porcino
comprende un virus vivo, mas preferentemente un virus vivo modificado y aiin mas preferentemente, comprende una
cepa del virus vivo modificado con Numero de Acceso VR 2332 de la ATCC, y aun mas preferentemente comprende
el MLV del PRRS INGELVAC®. Preferentemente, el antigeno Mycoplasma hyopneumoniae es una bacterina, y mas
preferentemente, la bacterina Mycoplasma hyopneumoniae es INGELVAC® MYCOFLEX. Por tanto, de acuerdo con
un aspecto adicional, la presente solicitud proporciona un método para producir una composicion antigénica de PCV-
2 que comprende las etapas de i) obtener un primer liquido que contenga un antigeno de PCV-2 , ii) separar al
menos una parte del primer liquido del antigeno de PCV-2, y combinar el antigeno de PCV-2 con un antigeno viral,
preferentemente un antigeno del Virus del Sindrome Reproductivo y Respiratorio Porcino, como se ha descrito
anteriormente y un antigeno bacteriano,preferentemente un antigeno de Mycoplasma hyopneumoniae, como se ha
descrito anteriormente. Preferentemente, el antigeno del Virus del Sindrome Reproductivo y Respiratorio Porcino
comprende un virus vivo, mas preferentemente un virus vivo modificado y aiin mas preferentemente, comprende una
cepa del virus vivo modificado con Numero de Acceso VR 2332 de la ATCC, y aun mas preferentemente comprende
el MLV del PRRS INGELVAC®. Preferentemente el antigeno Mycoplasma hyopneumoniae es una bacterina, y mas
preferentemente, la bacterina Mycoplasma hyopneumoniae es INGELVAC® MYCOFLEX. Preferentemente el
antigeno de PCV-2 comprende la proteina ORF-2 del PCV-2, mas preferentemente la proteina ORF-2 recombinante
del PCV-2, y aun mas preferentemente particulas similares a virus de la proteina ORF-2. Preferentemente, la parte
del primer liquido se separa del antigeno de PCV-2 por un intercambio de una parte del primer liquido por un
segundo liquido. El intercambio se realiza preferentemente de tal manera que comprende las etapas de a) afadir el
segundo liquido al primer liquido que contiene el antigeno de PCV-2 y b) concentrar el antigeno de PCV-2 ,
preferentemente de 3X a 50X, incluso mas preferentemente de 4X a 20X, e incluso mas preferentemente de 7X a
10X en comparacion con el volumen del primer liquido separando una parte del primer y segundo liquido del
antigeno de PCV-2. Preferentemente, la etapa de adicién de liquido y la etapa de concentracién se realiza varias
veces, preferentemente dos veces e incluso mas preferentemente tres veces.En dichos casos, no solo se separa el
primer liquido, sino también una mezcla del primer y segundo liquido. Preferentemente, cada etapa de adicion de
liquido se realizan sustancialmente de manera simultanea o secuencial como se ha descrito anteriormente. Cuando
la etapa de concentracion y la etapa de adicién de liquido se realizan secuencialmente, el orden de las etapas no
importa.Ademas, la etapa de concentracion se realiza preferentemente por filtracion - preferentemente por dia- y/o
ultrafiltracion, utilizando un filiro, que contiene preferentemente una membrana semipermeable. La membrana
semipermeable posee preferentemente un tamafo de poro promedio que es menor que el antigeno de PCV-2 e
impide el paso de al menos 90% del antigeno de PCV-2 a través de los poros de la membrana semipermeable y
retiene el antigeno de PCV-2 dentro el filtro para la recuperacion o recogida. Preferentemente, el tamafio de poro
promedio de la membrana semipermeable o de cualquier otro filtro que se use en el presente documento, impide el
paso de al menos 90% de proteinas de 50 kDa a 500 kDa de tamafio, mas preferentemente, al menos 90% de
proteinas de 75 kDa a 400 kDa de tamafo, y mas preferentemente al menos 90% de proteinas de 100 kDa a 300
kDa de tamafio.Este tamario de poro se prefiere, cuando el antigeno de PCV-2 se produce como un virus completo o
como particulas similares a virus.La purificacion adicional para obtener un antigeno de PCV-2 purificado puede
realizarse como se ha descrito anteriormente.
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La presente solicitud no solo proporciona métodos para producir composiciones antigénicas de PCV-2, también se
refiere a una composicion antigénica de PCV-2.Por tanto, de acuerdo con un aspecto adicional, la presente solicitud
de patente proporciona adicionalmente una composicion antigénica de PCV-2 caracterizada por que la composicion
antigénica de PCV-2 produce una pérdida de TCID50 de menos de 1 log de un virus vivo o de UFC de menos de 1
log por ml de una bacteria viva, cuando el virus vivo o la bacteria viva se mezclan con la composicién antigénica de
PCV-2 y se incuban durante 2 horas o mas, preferentemente durante mas de 4 horas, incluso mas preferentemente
durante mas de 12 horas, incluso mas preferentemente durante mas de 24 horas, incluso mas preferentemente
durante mas de 2 dias, incluso mas preferentemente durante mas de 4 dias, incluso mas preferentemente durante
mas de 7 dias, incluso mas preferentemente durante mas de 2 semanas, incluso mas preferentemente durante mas
de 4 semanas, incluso mas preferentemente durante mas de 2 meses, incluso mas preferentemente durante mas de
3 meses, incluso mas preferentemente durante mas de 4 meses, incluso mas preferentemente durante mas de 6
meses, incluso mas preferentemente durante mas de 9 meses, incluso mas preferentemente durante mas de 12
meses, incluso mas preferentemente durante mas de 18 meses, y mas preferentemente durante mas de 2 afios.Mas
preferentemente, la composicion antigénica de PCV-2 producida por el método descrito en el presente documento
produce una pérdida de TCID50 de menos de 0,9 log de un virus vivo o de UFC de menos de 0.9 log por ml de una
bacteria viva, cuando el virus vivo o la bacteria viva se mezclan y se incuban con la composicion antigénica de PCV-
2 durante 2 horas o mas, preferentemente durante mas de 4 horas, incluso mas preferentemente durante mas de 12
horas, incluso mas preferentemente durante mas de 24 horas, incluso mas preferentemente durante mas de 2 dias,
incluso mas preferentemente durante mas de 4 dias, incluso mas preferentemente durante mas de 7 dias, incluso
mas preferentemente durante mas de 2 semanas, incluso mas preferentemente durante mas de 4 semanas, incluso
mas preferentemente durante mas de 2 meses, incluso mas preferentemente durante mas de 3 meses, incluso mas
preferentemente durante mas de 4 meses, incluso mas preferentemente durante mas de 6 meses, incluso mas
preferentemente durante mas de 9 meses, incluso mas preferentemente durante mas de 12 meses, incluso mas
preferentemente durante mas de 8 meses y mas preferentemente durante mas de 2 afos. Incluso mas
preferentemente, la composicion antigénica produce una pérdida de TCID50 de menos de 0.7 log por ml de un virus
vivo o UFC de menos 0.7 log por ml de una bacteria viva, cuando el virus vivo o la bacteria viva se mezclan y se
incuban con la composicion antigénica de PCV-2 durante 2 o mas horas, preferentemente durante mas de 4 horas,
incluso mas preferentemente durante mas de 12 horas, incluso mas preferentemente durante mas de 24 horas,
incluso mas preferentemente durante mas de 2 dias, incluso mas preferentemente durante mas de 4 dias, incluso
mas preferentemente durante mas de 7 dias, incluso mas preferentemente durante mas de 2 semanas, incluso mas
preferentemente durante mas de 4 semanas, incluso mas preferentemente durante mas de 2 meses, incluso mas
preferentemente durante mas de 3 meses, incluso mas preferentemente durante mas de 4 meses, incluso mas
preferentemente durante mas de 6 meses, incluso durante mas de 9 meses, incluso mas preferentemente durante
mas de 12 meses, incluso mas preferentemente durante mas de 18 meses, y mas preferentemente durante mas de
2 afos.Incluso mas preferentemente, la composicion antigénica produce una pérdida de TCID50 de menos de 0.3
log por ml de un virus vivo o de UFC de menos de 0.3 log por ml de una bacteria viva, cuando el virus vivo o la
bacteria viva se mezclan y se incuban con la composicién antigénica de PCV-2 durante 2 horas o mas,
preferentemente durante mas de 4 horas, incluso mas preferentemente durante mas de 12 horas, incluso mas
preferentemente durante mas de 24 horas, incluso mas preferentemente durante mas de 2 dias, incluso mas
preferentemente durante mas de 4 dias, incluso mas preferentemente durante mas de 7 dias, incluso mas
preferentemente durante mas de 2 semanas, incluso mas preferentemente durante mas de 4 semanas, incluso mas
preferentemente durante mas de 2 meses, incluso mas preferentemente durante mas de 3 meses, incluso mas
preferentemente durante mas de 4 meses, incluso mas preferentemente durante mas de 6 meses, incluso durante
mas de 9 meses, incluso mas preferentemente durante mas de 12 meses, incluso mas preferentemente durante mas
de 18 meses, y mas preferentemente durante mas de 2 afios.Aun mas preferentemente, la composicion antigénica
de PCV-2 produce una pérdida de TCID50 de menos de 0.3 log por ml de un virus vivo o de UFC de menos de 0.3
log por ml de una bacteria viva, cuando el virus o la bacteria viva se mezclan y se incuban con la composicion
antigénica de PCV-2 durante 2 horas o mas, preferentemente durante mas de 4 horas, incluso mas preferentemente
durante mas de 12 horas, incluso mas preferentemente durante mas de 24 horas, incluso mas preferentemente
durante mas de 2 dias, incluso mas preferentemente durante mas de 4 dias, incluso mas preferentemente durante
mas de 7 dias, incluso mas preferentemente durante mas de 2 semanas, incluso mas preferentemente durante mas
de 4 semanas, incluso mas preferentemente durante mas de 2 meses, incluso mas preferentemente durante mas de
3 meses, incluso mas preferentemente durante mas de 4 meses, incluso mas preferentemente durante mas de 6
meses, incluso mas preferentemente durante mas de 9 meses, incluso mas preferentemente durante mas de 12
meses, incluso mas preferentemente durante mas de 18 meses, y mas preferentemente durante mas de 2 arios. El
virus vivo puede ser cualquier virus vivo, pero preferentemente el virus vivo es el virus del PRRS, preferentemente el
virus del PRRS que posee el nimero de acceso VR 2332 de la ATCC. La bacteria viva puede ser cualquier bacteria,
pero es preferentemente la bacteria Mycoplasma hyopneumonia, preferentemente la cepa J de Mycoplasma
hyopneumonia. La TCID50 por ml puede calcularse mediante un ensayo de titulacion in vitro convencional que
permite calcular la cantidad de un virus vivo. La UFC por ml puede determinarse también mediante un ensayo de
titulacion in vitro convencional que permite calcular la cantidad de una bacteria viva. La expresion “por ml” se refiere
preferentemente a 1 ml de un liquido.

En un aspecto adicional, la composicion antigénica de PCV-2 descrita anteriormente comprende un componente
adicional seleccionado del grupo que consiste en vehiculos, adyuvantes, diluyentes, excipientes y combinaciones de
los mismos farmacéuticamente aceptables.Preferentemente, el componente adicional es un adyuvante, incluso mas
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preferentemente el adyuvante es un polimero de acido acrilico o metacrilico, y aun mas preferentemente el
adyuvante es Carbomer. Preferentemente, el adyuvante se afiade en una cantidad de aproximadamente 100 ug a
aproximadamente 10 mg por dosis.Incluso mas preferentemente, el adyuvante se afiade en una cantidad de
aproximadamente 100 ug a aproximadamente 10 mg por dosis.Aun mas preferentemente, el adyuvante se afade en
una cantidad de aproximadamente 500 pg a aproximadamente 5 mg por dosis. Aun mas preferentemente, el
adyuvante se afiade en una cantidad de aproximadamente 750 ug a aproximadamente 2,5 mg por dosis. De manera
mas preferida el adyuvante se afiade en una cantidad de aproximadamente 1 mg por dosis.

La presente solicitud no solo proporciona métodos para producir composiciones antigénicas de PCV-2 y/o las PCV-2
composiciones antigénicas como se ha descrito anteriormente, también se refiere a una composicion antigénica de
PCV-2 que puede obtenerse por cualquiera de los métodos descritos en el presente documento.Por tanto, en un
aspecto adicional la presente solicitud se refiere a una composiciéon antigénica de PCV-2 que se obtiene por un
método que comprende las etapas de i) obtener un primer liquido que contenga un antigeno de PCV-2 , ii) separar al
menos una parte del primer liquido del antigeno de PCV-2. Preferentemente, el antigeno de PCV-2 se usa como o
en la composicion antigénica de PCV-2. La expresion “una composicion antigénica de PCV-2 que se obtiene por un
método proporcionado en el presente documento” también significa que la composicidn antigénica de PCV-2 puede
obtenerse por un método proporcionado en el presente documento.De acuerdo con un aspecto adicional, la presente
solicitud también se refiere a la composicion antigénica de PCV-2 que se obtiene separando la parte del primer
liquido del antigeno de PCV-2 por un intercambio de la parte del primer liquido por un segundo liquido, en donde el
segundo liquido es diferente del primer liquido.Por tanto, de acuerdo con un aspecto adicional, la presente solicitud
se refiere a una composicion antigénica de PCV-2 obtenida por un método que comprende las etapas de i) obtener
un primer liquido que contenga un antigeno de PCV-2 , ii) separar al menos una parte del primer liquido del antigeno
de PCV-2, en donde la parte del primer liquido se separa del antigeno de PCV-2 por un intercambio de la parte del
primer liquido por un segundo liquido, en donde el segundo liquido es diferente del primer liquido.Preferentemente,
el intercambio de la parte del primer liquido con el segundo liquido comprende las etapas de a) afadir el segundo
liquido al primer liquido que contiene el antigeno de PCV-2 y b) concentrar el antigeno de PCV-2 separando una
parte del primer segundo liquido del antigeno de PCV-2.

De acuerdo con un aspecto adicional, la composicion antigénica de PCV-2 se obtiene preferentemente por un
método en donde la parte del primer liquido se separa del antigeno de PCV-2 por una etapa de filtracion utilizando
un filtro.Sin embargo, para separar la parte del primer y segundo liquido del antigeno de PCV-2 puede usarse
cualquier otro método conocido por un experto en la materia, por ejemplo, centrifugacion y/o cromatografia.Sin
embargo se prefiere mas la filtracion.Los métodos de filtracion preferidos para separar la parte del primer liquido
comprenden ultra- y/o dia-filtracion. La etapa de concentracion y la etapa de adicién de liquido del método como se
describe en el presente documento puede realizarse sustancialmente de manera simultanea o alternativa, la etapa
de concentracion y la etapa de adicion de liquido se realizan secuencialmente. Por tanto, de acuerdo con un aspecto
adicional, la presente solicitud se refiere a una composicidon antigénica de PCV-2 obtenida por un método que
comprende las etapas de i) obtener un primer liquido que contenga un antigeno de PCV-2 , ii) separar al menos una
parte del primer liquido del antigeno de PCV-2, en donde la parte del primer liquido se separa del antigeno de PCV-
2 por un intercambio de la parte del primer liquido por un segundo liquido, en donde el segundo liquido es diferente
del primer liquido. Preferentemente el intercambio de la parte del primer liquido por el segundo liquido comprende
las etapas de a) afadir el segundo liquido al primer liquido que contiene el antigeno de PCV-2 y b) concentrar el
antigeno de PCV-2 separando una parte del primer y segundo liquido del antigeno de PCV-2 , en donde la etapa de
adicion de liquido se realiza sustancialmente de manera simultanea o secuencial. Cuando la etapa de concentraciéon
y la etapa de adicion de liquido se realizan secuencialmente, el orden de las etapas no importa. Por ejemplo, en un
aspecto adicional, la etapa de adicion de liquido se produce antes de la etapa de concentracion y en un aspecto
alternativo, la etapa de concentracion se produce antes que la etapa de adicion de liquido.

En un aspecto adicional, la presente solicitud se refiere a una composicion antigénica de PCV-2 que puede
obtenerse usando un método descrito en el presente documento, en donde la etapa de adicién de liquido y la etapa
de concentracion, independientemente del orden en donde se realice, pueden realizarse varias veces. Por ejemplo,
cada una de estas etapas respectivas puede realizarse al menos dos, al menos tres, al menos cuatro, al menos
cinco al menos 10, hasta tantas veces como se desee. En un aspecto, cada etapa de concentracion y cada etapa de
adicioén de liquido se realiza al menos dos veces. En otro aspecto, la etapa de concentracion y la etapa de adicién de
liquido se realiza al menos tres veces.

En un aspecto adicional de la presente solicitud la composicion antigénica de PCV-2 de la presente descripcion se
obtiene como se ha descrito anteriormente, en donde la filtracién es el método preferido para separar una parte del
primer liquido, o en el caso de varias etapas de separacion, como se ha descrito anteriormente, una parte de la
mezcla del primer y segundo liquido del antigeno de PCV-2. El filiro puede ser cualquier filtro convencional en la
materia. Preferentemente, el filiro incluye una membrana semipermeable. En una forma adicional preferida, la
membrana semipermeable tiene un tamafio de poro promedio que es menor que el antigeno de PCV-2 por lo que
impide el paso de al menos 90% del antigeno de PCV-2 a través de los poros de la membrana semipermeable y el
filtro retiene el antigeno de PCV-2. En un aspecto adicional, el filtro tiene un tamafio de poro promedio que impide el
paso de al menos 90% de las proteinas de 50 kDa a 500 kDa de tamafo, mas preferentemente, el filtro tiene un
tamario de poro promedio que impide el paso de al menos 90% de las proteinas de 75 kDa a 400 kDa de tamafio y
mas preferentemente, el filtro tiene un tamafio de poro promedio que impide el paso de al menos el 90% de las
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proteinas de 100 kDa a 300 kDa de tamafio. Este tamafio de poro se prefiere, cuando el antigeno de PCV-2 se
produce como un virus completo o como particulas similares a virus. En un aspecto adicional mas, la membrana
semipermeable incluye un material seleccionado del grupo que consiste en polisulfona, poliétersulfona y celulosa
regenerada. Sin embargo, puede usarse cualquier otro material que permita separar una parte del primer liquido, y
en el caso de una etapa de procesos multiples, separar una mezcla del primer y segundo liquido del antigeno de
PCV-2. En un aspecto adicional, el filtro se selecciona del grupo que consiste en un cartucho, laminas planas o un
casete de ultrafiltracion de membrana de fibra hueca, prefiriéndose particularmente un cartucho de ultrafiliracion de
membrana de fibra hueca.

Por tanto, de acuerdo con un aspecto adicional, la presente solicitud se refiere a una composicién antigénica de
PCV-2 que se obtiene usando los métodos como se ha descrito anteriormente, en donde el filtro es preferentemente
o comprende una membrana semipermeable. Preferentemente, la membrana semipermeable posee un tamafio de
poro promedio que es menor que el antigeno de PCV-2 e impide el paso de al menos 90% del antigeno de PCV-2 a
través de los poros de la membrana semipermeable. Preferentemente, el tamafio de poro promedio de la membrana
semipermeable impide el paso de al menos 90% de proteinas de 50 kDa a 500 kDa de tamafio, mas
preferentemente, al menos 90% de proteinas de 75 kDa a 400 kDa de tamafio, y mas preferentemente al menos
90% de proteinas de 100 kDa a 300 kDa de tamario. Este tamafio de poro se prefiere, cuando el antigeno de PCV-2
se produce como un virus completo o como particulas similares a virus. Como se ha descrito anteriormente, la etapa
de separacion que incluye en general el intercambio de la parte del primer liquido por una parte del segundo liquido
comprende las etapas de a) afadir el segundo liquido al primer liquido que contiene el antigeno de PCV-2 y b)
concentrar el antigeno de PCV-2 separando una parte del primer y segundo liquido del antigeno de PCV-2 , en
donde la etapa de adicion de liquido y la etapa de concentracion se realizan veces multiples, por ejemplo, 2 veces, 3
veces, 5 veces, 10 veces, etc. Preferentemente, la etapa de adicion de liquido y la etapa de concentracion se
realizan dos veces, mas preferentemente tres veces.

La etapa de concentracién del método proporcionado en el presente documento para obtener composiciones
antigénica de PCV-2 se realiza de tal manera que el antigeno de PCV-2 se concentra de 3X a 50X en comparacion
con el volumen del primer liquido. Mas preferentemente, la etapa de concentraciéon se realiza de tal manera que el
antigeno de PCV-2 se concentra de 4X a 20X en comparacion con el volumen del primer liquido. Mas
preferentemente, la etapa de concentracion se realiza de tal manera que el antigeno de PCV-2 se concentra desde
7X a 10X en comparacion con el volumen del primer liquido. Por tanto, de acuerdo con un aspecto adicional, la
presente solicitud se refiere a una composicion antigénica de PCV-2 obtenida por un método descrito anteriormente,
en donde el antigeno de PCV-2 se concentra de 3X a 50X, preferentemente de 4X a 20X, e incluso mas
preferentemente de 7X a 10X en comparacion con el volumen de primer liquido. Preferentemente, la parte del primer
liquido se separa del antigeno de PCV-2 por un intercambio de la parte del primer liquido por un segundo liquido que
comprende las etapas de a) afiadir el segundo liquido al primer liquido que contiene el antigeno de PCV-2 y b)
concentrar el antigeno de PCV-2 de 3X a 50X, preferentemente de 4X a 20X, e incluso mas preferentemente de 7X
a 10X en comparacion con el volumen del primer liquido separando una parte del primer y segundo liquidos del
antigeno de PCV-2. Preferentemente la etapa de adicién de liquido se realiza sustancialmente de manera
simultanea o secuencial con la etapa de concentracion. Cuando la etapa de concentracion y la etapa de adicion de
liquido se realiza secuencialmente, el orden de las etapas no importa. Ademas, la etapa de concentracion se realiza
preferentemente por filtracion - preferentemente por dia- y/o ultrafiltracion, utilizando un filiro, que contiene
preferentemente una membrana semipermeable. Preferentemente, la membrana semipermeable posee un tamafio
de poro promedio que es menor que el antigeno de PCV-2 e impide el paso de al menos 90% del antigeno de PCV-
2 a través de los poros de la membrana semipermeable. Preferentemente, el tamafio de poro promedio de la
membrana semipermeable impide el paso de al menos 90% de proteinas de 50 kDa a 500 kDa de tamafio, mas
preferentemente, al menos 90% de proteinas de 75 kDa a 400 kDa de tamafio, y mas preferentemente al menos
90% de proteinas de 100 kDa a 300 kDa de tamario. Este tamafio de poro se prefiere, cuando el antigeno de PCV-2
se produce como un virus completo o como particulas similares a virus.

Preferentemente, la purificacion adicional para obtener composiciones antigénicas de PCV-2, que comprende un
antigeno de PCV-2 purificado, como se define en el presente documento, puede conseguirse realizando etapas de
purificacion adicionales que comprenden iii) purificar lo recuperado de la etapa ii) que comprende el antigeno de
PCV-2 (o cualquier método descrito en el presente documento), que se obtiene después de separar una parte del
primer liquido, por una etapa de cromatografia. Para obtener un grado de pureza mas alto puede realizarse una
segunda etapa de cromatografia que, sin embargo, es diferente de la primera.Por ejemplo si la primera etapa de
purificacion/etapa de cromatografia es por exclusion de tamafio (filtracion en gel), la segunda debe ser diferente de
esta, por ejemplo, una cromatografia de afinidad, cromatografia de intercambio i6nico, etc. Preferentemente, si la
primera etapa para purificar el antigeno de PCV-2, preferentemente para purificar el antigeno ORF2 del PCV-2 es
una cromatografia de exclusion por tamafio (filtracion en gel) la segunda etapa puede ser una cromatografia por
intercambio i6nico, preferentemente cromatografia por intercambio anionico (AIEX).Una matriz de cromatografia de
intercambio anidnico preferida para la purificacion de antigeno de PCV-2, preferentemente el antigeno ORF2 del
PCV-2 es Q Sepharose.En una pequefia escala de aproximadamente 50 ml, se prefiere mas el uso de columnas de
5 ml de HiTrap Q Sepharose HP.La cromatografia de intercambio aniénico puede realizarse, por ejemplo, como se
describe en el Ejemplo 3.En resumen, sobre la columna AIEX pueden cargarse aproximadamente 50 ml del conjunto
de la fraccién del volumen inicial de la etapa de cromatografia de exclusién por tamafio a un caudal de 3,0 ml/min.
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Después de una etapa de lavado usando, por ejemplo, Tris 20 mM, pH 6,5, DTT 5 mM para separar el material no
unido, la proteina puede eluirse con una sola etapa de volimenes de 8 columnas del siguiente tampén (Tris 20 mM,
pH 6,5, DTT 5 mM, NaCl 1,0 M). El flujo a través del procesamiento AIEX puede cargase de nuevo sobre la columna
Q Sepharose y eluirse, como se ha descrito anteriormente para aumentar el rendimiento.Esta técnica en dos etapas
(cromatografia de exclusion por tamafio seguido de cromatografia de intercambio aniénico) separa eficazmente el
antigeno ORF2 del PCV-2 de la mayoria del resto de componentes de proteina del material de recuperacion del
cultivo.

En un aspecto adicional, la actividad viricida de la composicion antigénica de PCV-2 producida por los métodos del
presente documento se reduce al menos 10% en comparacion con el liquido que no se ha sometido al método. Mas
preferentemente, la actividad viricida de la composicién antigénica de PCV-2 se reduce al menos 50% en
comparacioén con el primer liquido que no se somete al método. Aun mas preferentemente, la actividad viricida de la
composicion antigénica de PCV-2 se reduce al menos 70% en comparacion con el primer liquido que no se ha
sometido al método.

Por tanto, de acuerdo con un aspecto adicional, la presente solicitud se refiere a una composiciéon antigénica
obtenida por un método para que comprende las etapas de i) obtener un primer liquido que contenga un antigeno de
PCV-2 , ii) separar al menos una parte del primer liquido del antigeno de PCV-2, en donde la actividad viricida -
preferentemente con respecto al virus del PRRS- de la composicion antigénica de PCV-2 obtenida después de la
etapa ii) se reduce al menos 10%, preferentemente al menos 50%, mas preferentemente al menos 70%, incluso mas
preferentemente al menos 90% en comparacion con la del primer liquido. Preferentemente, la parte del primer
liqguido que posee actividad viricida se separa del antigeno de PCV-2 por un intercambio de una parte del primer
liquido por un segundo liquido. El intercambio se realiza preferentemente de tal manera que comprende las etapas
de a) afadir el segundo liquido al primer liquido que contiene el antigeno de PCV-2 y b) concentrar el antigeno de
PCV-2, preferentemente de 3X a 50X, incluso mas preferentemente de 4X a 20X, e incluso mas preferentemente de
7X a 10X en comparacion con el volumen del primer liquido separando una parte del primer y segundo liquidos del
antigeno de PCV-2. Preferentemente la etapa de adicién de liquido se realiza sustancialmente de manera
simultanea o secuencial con la etapa de concentracién como se ha descrito anteriormente. Cuando la etapa de
concentracion y la etapa de adicion de liquido se realiza secuencialmente, el orden de las etapas no importa.
Ademas, la etapa de concentracion se realiza preferentemente por filtracion - preferentemente por dia- y/o
ultrafiltracién, utilizando un filtro, que contiene preferentemente una membrana semipermeable. Preferentemente, la
membrana semipermeable posee un tamafio de poro promedio que es menor que el antigeno de PCV-2 e impide el
paso de al menos 90% del antigeno de PCV-2 a través de los poros de la membrana semipermeable.
Preferentemente, el tamafio de poro promedio de la membrana semipermeable o de cualquier otro filtro que se use
en el presente documento, impide el paso de al menos 90% de proteinas de 50 kDa a 500 kDa de tamafio, mas
preferentemente, al menos 90% de proteinas de 75 kDa a 400 kDa de tamafio, y mas preferentemente al menos
90% de proteinas de 100 kDa a 300 kDa de tamafio. Este tamafio de poro se prefiere, cuando el antigeno de PCV-2
se produce como un virus completo o como particulas similares a virus. La purificacién adicional para obtener un
antigeno de PCV-2 purificado puede realizarse como se ha descrito anteriormente.

De acuerdo con un aspecto adicional, la presente solicitud se refiere a una composicion antigénica de PCV-2
obtenida mediante un método descrito en el presente documento, en donde la composicion antigénica de PCV-2
produce una pérdida de TCID50 de menos de 1 log - preferentemente por ml - , preferentemente una TCID50 de
menos de 0,9 log, - preferentemente por ml -, incluso mas preferentemente una TCID50 de menos de 0,7 log -
preferentemente por ml -, incluso mas preferentemente una TCID50 de menos de 0,5 log - preferentemente por ml -
mas preferentemente una TCID50 de menos de 0,3 log - preferentemente por ml - de un virus vivo, preferentemente
de un PRRSV vivo o de una UFC de menos de 1 log - preferentemente por ml -, preferentemente una UFC de
menos de 0,9 log - preferentemente por ml -, incluso mas preferentemente una UFC de menos de 0,7 log -
preferentemente por ml -, incluso mas preferentemente una UFC de menos de 0,5 log - preferentemente por ml -,
mas preferentemente una UFC de menos de 0,3 log - preferentemente por ml - de una bacteria viva,
preferentemente de Mycoplasma hyopneumoniae, cuando el virus vivo, preferentemente PRRSV o bacteria viva,
preferentemente Mycoplasma hyopneumoniae se mezcla y se incuba con la composicion antigénica de PCV durante
2 horas o mas, preferentemente durante mas de 4 horas, incluso mas preferentemente durante mas de 12 horas,
incluso mas preferentemente durante mas de 24 horas, incluso mas preferentemente durante mas de 2 dias, incluso
mas preferentemente durante mas de 4 dias, incluso mas preferentemente durante mas de 7 dias, incluso mas
preferentemente durante mas de 2 semanas, incluso mas preferentemente durante mas de 4 semanas, incluso mas
preferentemente durante mas de 2 meses, incluso mas preferentemente durante mas de 3 meses, incluso mas
preferentemente durante mas de 4 meses, incluso mas preferentemente durante mas de 6 meses, incluso mas
preferentemente durante mas de 9 meses, incluso mas preferentemente durante mas de 12 meses, incluso mas
preferentemente durante mas de 18 meses, mas preferentemente durante mas de 2 afios. El virus vivo puede ser
cualquier virus vivo, pero preferentemente el virus vivo es el virus del PRRS, preferentemente el virus del PRRS que
posee el numero de acceso VR 2332 de la ATCC. La bacteria viva puede ser cualquier bacteria, pero es
preferentemente la bacteria Mycoplasma hyopneumonia, preferentemente la cepa de J de Mycoplasma
hyopneumonia. La TCID50 por ml puede calcularse mediante un ensayo de titulacion in vitro convencional que
permite calcular la cantidad de un virus vivo. La UFC por ml puede determinarse también mediante un ensayo de
titulacioén in vitro convencional que permite calcular la cantidad de una bacteria viva. La expresion “por ml” se refiere
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preferentemente a 1 ml de un liquido.

En un aspecto adicional, la presente solicitud se refiere a una composicion antigénica de PCV-2 que se obtiene
mediante un método descrito anteriormente que comprende adicionalmente la etapa de recoger el antigeno de PCV-
2 restante después de la etapa ii). Esta recogida puede realizarse de cualquier manera convencional. De una
manera particularmente preferida de recogida, la parte del primer liquido se separa del antigeno de PCV-2 mediante
una etapa de filtracion y el antigeno de PCV-2 se recupera o se recoge del retardo del filtro.

En un aspecto adicional, la composiciéon antigénica de PCV-2, obtenida mediante cualquiera de los métodos
descritos en el presente documento, se mezcla con un componente adicional seleccionado del grupo que consiste
en vehiculos, adyuvantes, diluyentes, excipientes y combinaciones de los mismos farmacéuticamente aceptables.
Preferentemente, el componente adicional es un adyuvante, incluso mas preferentemente el adyuvante es un
polimero de acido acrilico o metacrilico, y ain mas preferentemente el adyuvante es Carbomer.

Por tanto, de acuerdo con un aspecto adicional, la presente solicitud proporciona una composicion antigénica de
PCV-2 obtenida mediante un método descrito anteriormente, que comprende adicionalmente la etapa de mezclar el
antigeno de PCV-2 obtenido por el método descrito en el presente documento, con un componente adicional
seleccionado del grupo que consiste en vehiculos, adyuvantes, diluyentes, excipientes y combinaciones de los
mismos farmacéuticamente aceptables. Preferentemente, el componente adicional es un adyuvante, incluso mas
preferentemente el adyuvante es un polimero de acido acrilico o metacrilico, y aun mas preferentemente el
adyuvante es Carbomer. Preferentemente, el adyuvante se afiade en una cantidad de aproximadamente 100 ug a
aproximadamente 10 mg por dosis. Incluso mas preferentemente, el adyuvante se afiade en una cantidad de
aproximadamente 100 ug a aproximadamente 10 mg por dosis. Aun mas preferentemente, el adyuvante se afiade
en una cantidad de aproximadamente 500 yg a aproximadamente 5 mg por dosis. AiUn mas preferentemente, el
adyuvante se afiade en una cantidad de aproximadamente 750 ug a aproximadamente 2,5 mg por dosis. mas
preferentemente el adyuvante se afiada en una cantidad de aproximadamente 1 mg por dosis.

En un aspecto adicional, la composicion antigénica de PCV-2 descrita anteriormente comprende la proteina ORF-2
del PCV-2, mas preferentemente la proteina ORF-2 recombinante del PCV-2, y ain mas preferentemente particulas
similares a virus de la proteina ORF-2. Por tanto, de acuerdo con un aspecto adicional de la presente solicitud, la
presente solicitud proporciona una composicion antigénica de PCV-2 obtenida por un método descrito anteriormente
en donde el antigeno de PCV-2 comprende la proteina ORF-2 del PCV-2, mas preferentemente la proteina ORF-2
recombinante del PCV-2, y aun mas preferentemente particulas similares a virus de la proteina ORF-2.

Como se ha mencionado anteriormente, el antigeno de PCV-2 usado en el método descrito en el presente
documento puede obtenerse mediante cualquier método conocido en la materia. Preferentemente, el antigeno de
PCV-2 se obtiene mediante un vector viral, preferentemente un vector viral baculovirus recombinante, que contiene y
expresa el antigeno de PCV-2, preferentemente, la ORF2 del PCV-2. En formas preferidas, el antigeno de PCV-2 se
obtiene siguiendo los procedimientos descritos en el documento W02006/072065.

Por tanto, de acuerdo con otro aspecto de la presente solicitud, la presente solicitud proporciona una composicion
antigénica de PCV-2 obtenida mediante un procedimiento descrito anteriormente, en donde el antigeno de PCV-2 se
obtiene mediante un vector viral, preferentemente un vector viral baculovirus recombinante, que contiene y expresa
el antigeno de PCV-2, preferentemente, la ORF2 del PCV-2 y en donde el antigeno de PCV-2 comprende la proteina
ORF-2 del PCV-2, mas preferentemente la proteina ORF-2 recombinante del PCV-2, y ain mas preferentemente
particulas similares a virus de la proteina ORF2;

En un aspecto adicional de la presente solicitud, la composicién antigénica de PCV-2 se obtiene mediante el método
descrito anteriormente y comprende adicionalmente la etapa de inactivar el vector viral baculovirus recombinante
con un agente inactivante de ADN, preferentemente en presencia de aproximadamente 1 a aproximadamente 20
mM de etilenimina binaria. En formas preferidas, el método comprende adicionalmente la etapa de afadir una
cantidad de una agente que neutralice el agente inactivante de ADN, siendo la cantidad equivalente a la cantidad de
agente inactivante en donde el agente que neutraliza al agente inactivante de ADN comprende una solucion de
tiosulfato de sodio concentrada a una concentracion final de aproximadamente 1 a aproximadamente 20 mM y en
donde el agente inactivante de ADN es BEI. Preferentemente, la etapa de inactivacion se realiza después de que al
menos una parte del primer liquido se separe del antigeno de PCV-2.

En un aspecto adicional de la presente solicitud, la composicién antigénica de PCV-2 se obtiene mediante el método
descrito anteriormente que comprende adicionalmente las etapas de mezclar el antigeno de PCV-2 obtenido
después de las etapas de inactivacion y neutralizacion. Por tanto, de acuerdo con un aspecto adicional, la presente
solicitud proporciona una composiciéon antigénica de PCV-2 obtenida mediante un método descrito anteriormente
que comprende las etapas de i) obtener un antigeno de PCV-2 en un primer liquido; ii) separar al menos una parte
del primer liquido del antigeno de PCV-2; iii) inactivar el vector viral baculovirus recombinante con un agente
inactivante de ADN, preferentemente en presencia de aproximadamente 1 a aproximadamente 20 mM de etilenimina
binaria; iv) afiadir una cantidad de agente neutralizante que neutralice al agente inactivante , siendo la cantidad de
agente neutralizante equivalente a la cantidad de agente inactivante , en donde el agente neutralizante comprende
preferentemente una solucién de tiosulfato de sodio preferentemente concentrada a una concentracién final de
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aproximadamente 1 a aproximadamente 20 mM y en donde el agente inactivante comprende preferentemente BEI,
y, preferentemente la etapa v) que comprende mezclar el antigeno de PCV-2 obtenido en la etapa iv) con un
componente adicional seleccionado del grupo que consiste en vehiculos, adyuvantes, diluyentes, excipientes y
combinaciones de los mismos farmacéuticamente aceptables.

En un aspecto adicional de la presente solicitud, la composicién antigénica de PCV-2 descrita anteriormente,
obtenida preferentemente por los métodos descritos anteriormente, comprende adicionalmente al menos un agente
adicional, preferentemente un antigeno viral o bacteriano y mas preferentemente un antigeno viral o bacteriano de al
menos otro organismo distinto causante de enfermedades porcinas . En un aspecto adicional el al menos un
antigeno adicional es el Virus del Sindrome Reproductivo y Respiratorio Porcino. Incluso mas preferentemente, el
antigeno del Virus del Sindrome Reproductivo y Respiratorio Porcino comprende un virus vivo, y aun mas
preferentemente un virus vivo modificado. Aun mas preferentemente, el antigeno del Virus Reproductivo y
Respiratorio Porcino Vivo comprende una cepa de virus vivo modificado de Numero de Acceso VR 2332 de la
ATCC, y aun mas preferentemente comprende el MLV del PRRS INGELVAC®. En un aspecto adicional de la
presente solicitud, el al menos un antigeno adicional es Mycoplasma hyopneumoniae. Preferentemente el antigeno
Mycoplasma hyopneumoniae es una bacterina, y mas preferentemente, la bacterina Mycoplasma hyopneumoniae es
INGELVAC® MYCOFLEX. En un aspecto adicional de la presente solicitud, la composicion antigénica de PCV-2
descrita anteriormente, obtenida preferentemente por los métodos descritos anteriormente comprende
adicionalmente el antigeno del Virus Reproductivo y Respiratorio Porcino, preferentemente un Virus del Sindrome
Reproductivo y Respiratorio Porcino vivo modificado, ain mas preferentemente, el Virus del Sindrome Reproductivo
y Respiratorio Porcino que tiene el NUmero de Acceso VR 2332 de la ATCC, o el Virus del Sindrome Reproductivo y
Respiratorio Porcino incluido en el MLV del PRRS INGELVAC® o ATP del PRRS INGELVAC®. En un aspecto
adicional de la presente solicitud, la composicién antigénica de PCV-2 descrita anteriormente, obtenida
preferentemente por los métodos descritos anteriormente comprende adicionalmente Mycoplasma hyopneumoniae,
preferentemente la bacterina Mycoplasma hyopneumoniae y mas preferentemente INGELVAC® MYCOFLEX o la
bacterina Mycoplasma hyopneumoniae incluida en INGELVAC® MYCOFLEX. En un aspecto adicional, la
composicion antigénica de PCV-2 descrita en el presente documento, comprende un Virus del Sindrome
Reproductivo y Respiratorio Porcino, preferentemente cualquiera de los descritos anteriormente y una Mycoplasma
hyopneumoniae, preferentemente cualquiera de las descritas anteriormente.

Cuando la composicion antigénica de PCV-2 comprende al menos un antigeno adicional de al menos otro organismo
causante de enfermedades porcinas como se ha descrito anteriormente, preferentemente el antigeno del Virus del
Sindrome Reproductivo y Respiratorio Porcino y/o Mycoplasma hyopneumoniae se obtiene por un método descrito
en el presente documento, el método comprende las etapas de i) obtener un antigeno de PCV-2 en un primer
liquido; ii) separar al menos una parte del primer liquido del antigeno de PCV-2; y combinar el antigeno de PCV-2
con al menos un antigeno adicional, preferentemente un antigeno viral o bacteriano y mas preferentemente un
antigeno viral o bacteriano de al menos otro organismo causante de enfermedades porcinas. Preferentemente, el
antigeno de PCV-2 comprende la proteina ORF-2 del PCV-2, mas preferentemente la proteina ORF-2 recombinante
del PCV-2, y aun mas preferentemente particulas similares a virus de la proteina ORF-2. Preferentemente, la parte
del primer liquido se separa del antigeno de PCV-2 por un intercambio de una parte del primer liquido por un
segundo liquido. El intercambio se realiza preferentemente de tal manera que comprende las etapas de a) anadir el
segundo liquido al primer liquido que contiene el antigeno de PCV-2 y b) concentrar el antigeno de PCV-2,
preferentemente de 3X a 50X, incluso mas preferentemente de 4X a 20X, e incluso mas preferentemente de 7X a
10X en comparacion con el volumen del primer liquido separando una parte del primer y segundo liquidos del
antigeno de PCV-2. Preferentemente, la etapa de adicién de liquido y la etapa de concentracién se realiza varias
veces, preferentemente dos veces incluso mas preferentemente tres veces. En tales casos, no solo se separa el
primer liquido, sino también una mezcla del primer y segundo liquido. Preferentemente cada etapa de adicion de
liquido se realiza sustancialmente de manera simultanea o secuencial como se ha descrito anteriormente. Cuando la
etapa de concentracién y la etapa de adicién de liquido se realiza secuencialmente, el orden de las etapas no
importa. Ademas, la etapa de concentraciéon se realiza preferentemente por filtracion - preferentemente por dia- o
ultrafiltracion, utilizando un filiro, que contiene preferentemente una membrana semipermeable. La membrana
semipermeable posee preferentemente un tamafo de poro promedio que es menor que el antigeno de PCV-2 e
impide el paso de al menos 90% del antigeno de PCV-2 a través de los poros de la membrana semipermeable y
retiene el antigeno de PCV-2 dentro el filtro para la recuperacion o recogida. Preferentemente, el tamafio de poro
promedio de la membrana semipermeable o de cualquier otro filtro que se use en el presente documento, impide el
paso de al menos 90% de proteinas de 50 kDa a 500 kDa de tamafio, mas preferentemente, al menos 90% de
proteinas de 75 kDa a 400 kDa de tamafo, y mas preferentemente al menos 90% de proteinas de 100 kDa a 300
kDa de tamafio. Este tamafio de poro se prefiere, cuando el antigeno de PCV-2 se produce como un virus completo
0 como particulas similares a virus.

La presente descripcion como se define anteriormente, proporciona nuevos métodos para producir un antigeno de
PCV-2 y composiciones inmunogénicas que comprenden un antigeno de PCV-2, en donde el antigeno de PCV-2
presenta una actividad viricida reducida y/o inmunogenicidad aumentada (definida cada una en el presente
documento), en donde el método comprende las etapas de i) obtener un primer liquido que contenga un antigeno de
PCV-2 , ii) separar al menos una parte del primer liquido del antigeno de PCV-2. Ademas, la presente descripcion
también proporciona un antigeno de PCV-2 asi como composiciones inmunogénicas que comprenden dicho
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antigeno de PCV-2 que muestra una actividad viricida reducida y/o inmunogenicidad aumentada (cada una como se
define en el presente documento). De acuerdo con un aspecto adicional, el antigeno de PCV-2, asi como las
composiciones inmunogénicas que comprenden un antigeno de PCV-2 purificado que muestra una actividad viricida
reducida y/o una inmunogenicidad aumentada puede, de manera alternativa, obtenerse mediante el siguiente
procedimiento (Il). El antigeno de PCV-2 purificado de acuerdo con la descripcion, preferentemente el antigeno de la
ORF2 del PCV-2 purificado, puede obtenerse mediante la purificacion de una preparacién del virus PCV-2 en
particular por la purificacion del virus completo. Las preparaciones de virus completos se describen, por ejemplo, en
los documentos WO 99/18214 o WO 03/049703. Ademas, el antigeno de PCV-2 purificado también puede obtenerse
por la purificacién de un antigeno de PCV-2 expresado recombinante, preferentemente por la purificacion de un
antigeno de la ORF2 del PCV-2 recombinante. Los sistemas de expresion para la produccion de antigenos PCV-2
recombinantes, preferentemente para la produccion de antigenos ORF2 del PCV-2 recombinantes se conocen bien
en la técnica e incluyen, pero sin limitacion, sistemas de expresion bacterianos, sistemas de expresion de levaduras,
sistemas de expresion en células de insecto o de mamifero. Los vectores y métodos para preparar y/o usar vectores
(o recombinantes) para la expresion de los antigenos PCV-2 se describen en cualquier parte de la solicitud.

Las células preferidas son aquellas susceptibles de infeccidn con un vector viral recombinante apropiado que
contiene un ADN de la ORF2 del PCV-2 y que expresa la proteina ORF2 del PCV-2.Preferentemente, las células
son células de insecto y, mas preferentemente, incluyen las células de insecto comercializadas con el nombre
comercial células de insecto Sf+ (Protein Sciences Corporation, Merlden CT). Los cultivos de células preferidos
tienen un recuento celular entre aproximadamente 0,3-2,0 x 10° células/ml, mas preferentemente de
aproximadamente 0,35-1,9 x 10° células/ml, atin mas preferentemente de aproximadamente 0,4-1,8 x 10° células/ml,
incluso mas preferentemente de aproximadamente 0,45-1,7 x 10° células/ml, y mas preferentemente de
aproximadamente 0,5-1,5 x 10° células/ml.

Los vectores virales preferidos incluyen baculovirus, tal como BaculoGold (BD Biosciences Pharmingen, San Diego,
CA), en particular siempre y cuando las células en produccién sean células de insecto. Aunque se prefiere el sistema
de expresion de baculovirus, los expertos en la materia entienden que pueden usarse otros sistemas de expresion,
incluyendo los descritos anteriormente, que funcionaran para los fines de la presente descripcion, concretamente
para la expresion del antigeno ORF2 del PCV-2.

Los medios de cultivo apropiados también podran determinarlos los expertos en la materia, siendo un medio de
cultivo preferido el medio asérico de células de insecto, tal como Excell 420 (JRH Biosciences, Inc., Lenexa, KS) y
similares.

El vector viral recombinante que contiene las secuencias de ADN de la ORF2 del PCV-2 posee una multiplicidad de
infeccion (MOI) preferida de entre aproximadamente 0,03 - 1,5, mas preferentemente de aproximadamente 0,05 -
1,3, aun mas preferentemente de aproximadamente 0,09 - 1,1, y mas preferentemente de aproximadamente 0,1 -
1,0, cuando se usa para la infeccidon de las células susceptibles. Preferentemente, los valores MOl mencionados
anteriormente se refieren a un ml del liquido de cultlvo celular. preferentemente, el método descrito en el presente
documento comprende la infeccién de 0,35 - 1,9 x 10° células/ml, atin mas preferentemente de aproximadamente
0,4 - 1,8 x 10° células/ml, incluso mas preferentemente de aproximadamente 0,45 - 1,7 x 10° células/ml, y mas
preferentemente de aproximadamente 0,5 - 1,5 x 10° células/ml en donde un vector viral recombinante contiene un
ADN de la ORF2 del PCV-2 y que expresa la proteina antigénica de ORF2 del PCV-2 que posee un valor MOI
(multiplicidad de infeccion) de entre aproximadamente 0,03 - 1,5, mas preferentemente de aproximadamente 0,05 -
1,3, aun mas preferentemente de aproximadamente 0,09 - 1,1, y mas preferentemente de aproximadamente 0,1 -
1,0.

Las células infectadas se incuban después durante un periodo de hasta diez dias, mas preferentemente de
aproximadamente dos dias a aproximadamente diez dias, aun mas preferentemente de aproximadamente cuatro
dias a aproximadamente nueve dias, y mas preferentemente de aproximadamente cinco dias a aproximadamente
ocho dias. Las condiciones de incubacién preferidas incluyen una temperatura entre aproximadamente 22-32°C,
mas preferentemente de aproximadamente 24-30°C, aun mas preferentemente de aproximadamente 25-29°C,
incluso mas preferentemente de aproximadamente 26-28°C, y mas preferentemente de aproximadamente 27°C.
Preferentemente, las células Sf+ se observan después de la inoculacion para determinar los cambios caracteristicos
inducidos por baculovirus. Dicha observacion puede incluir controlar las tendencias de densidad celular y la
disminucién en cuanto a la viabilidad durante el periodo posterior a la infeccién. Se encontré que la titulacién viral
maxima se observaba 3-5 dias después de la infeccion y la produccion de antigeno ORF2 del PCV-2 maxima en las
células se obtenia entre los dias 5 y 8, después de la infeccion y/o cuando la viabilidad celular disminuia a menos de
un 10%.

El antigeno ORF2 del PCV-2 puede purificarse a partir del material recogido mediante métodos convencionales
conocidos por un experto en la materia, por ejemplo, por los descritos en Protein purification methods — una
estrategia practica (E.L.V. Harris y S. Angal, eds., IRL Press at Oxford University Press). Estos métodos incluyen,
pero sin limitacién, la separacion por centrifugacion y/o filtracién, precipitaciéon, cromatografia de exclusion por
tamafio (filiracion en gel) cromatografia por afinidad, cromatografia de quelatos metalicos, cromatografia de
intercambio idnico, cromatografia covalente, cromatografia de interaccion hidréfoba, etc.
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El proceso de recuperacion del antigeno de PCV-2, preferentemente el antigeno de la ORF2 del PCV-2, comienza
preferentemente con la separacion de los residuos celulares del antigeno ORF2 del PCV-2 mediante una etapa de
separacion. Las etapas de separacion preferidas incluyen filtracion, centrifugacion a velocidades de hasta
aproximadamente 20.000 x g, centrifugacion de flujo continuo, separacion cromatografica usando intercambio iénico
o filtracién en gel, y métodos de inmunoafinidad convencionales. Los expertos en la materia conocen estos métodos
por ejemplo ( E.L.V. Harris y S. Angel (eds.), Protein purification methods — a practical approach, IRL press Oxford
1995). Los métodos de separacion mas preferidos incluyen la centrifugacion a velocidades de hasta
aproximadamente 20.000 x g y la filtracién. Los métodos de filtracion preferidos incluyen microfiltracion frontal y
filtracion de flujo tangencial (o flujo cruzado), incluyendo la microfiltracion frontal de filtracion en fibra hueca. De
éstas, se prefiere la microfiltracion frontal. Los tamafios de poro preferidos para la microfiltracion frontal son entre
aproximadamente 0,30 - 1,35 uym, mas preferentemente entre aproximadamente 0,35 - 1,25 pm, ain mas
preferentemente entre aproximadamente 0,40 - 1,1 uym, y mas preferentemente entre aproximadamente 0,45 - 1,0
Mm. Se cree que en cualquier membrana de filtracion convencional funcionara para los fines de la presente
descripcion, y se prefieren membranas de poliétersulfona. Durante la etapa de filtracion se separa cualquier especie
de acido nucleico de bajo peso.

La purificacion adicional del antigeno de PCV-2, preferentemente del antigeno ORF2 del PCV-2, puede conseguirse
con procedimientos de cromatografia, preferentemente un procedimiento de cromatografia de dos etapas. Sin
embargo, en el caso en donde el materia de carga no comprenda residuos celulares, también es posible comenzar
con el procedimiento de cromatografia.

Si el antigeno de PCV-2 esta ensamblado a particulas similares a virus (VLP), la primera etapa es preferentemente
es una cromatografia de exclusion por tamafio (filtracion en gel) que puede realizarse, por ejemplo, usando una
matriz Sephacryl S300. En una escala de laboratorio se prefiere mas el uso de columnas HiPrep 26/60 Sephacryl
S300HR.Sin embargo, puede usarse cualquier otra matriz de cromatografia de exclusién por tamafo conocida por
un experto en la materia que permita la separacion de las VLP de la ORF2 del PCV-2 del filtrado o del sobrenadante
de cultivo. Se describen matrices adecuadas, por ejemplo, en E.L.V. Harris y S. Angel (eds.), Protein purification
methods — a practical approach, IRL Press Oxford 1995). La cromatografia de filtracion en gel puede realizarse, por
ejemplo, cargando la columna con la preparacion en bruto que comprende el antigeno de PCV-2 con un caudal de
1,0 ml/min y eluyendo la columna con un volumen de columna de 1,5 de un tampdn que comprende Tris 20 mM, pH
6,5, DTT 5 mM. Sin embargo, el antigeno de la ORF2 del PCV-2 también puede purificarse usando cromatografia de
afinidad, por ejemplo, mediante la unién selectiva a un anticuerpo especifico de la ORF2 del PCV-2 inmovilizado, o
cualquier otro método conocido por un experto en la materia.

Por tanto de acuerdo con un aspecto preferido, la composiciéon inmunogénica que comprende un antigeno de PCV-2
purificado, preferentemente un antigeno ORF2 del PCV-2 purificado y el adyuvante se puede obtener mediante un
proceso que comprende las etapas

a) Expresar el antigeno de PCV-2, preferentemente el antigeno ORF2 del PCV-2 en una célula hospedadora;
b) Recoger el cultivo celular para obtener el antigeno de PCV-2, preferentemente el antigeno ORF2 del PCV-2;

c) Purificar el material recogido que comprende el antigeno de PCV-2, preferentemente el antigeno ORF2 del
PCV-2 mediante cromatografia de exclusion por tamafio (filtracion en gel);

d) Mezclar el antigeno de PCV-2 purificado, preferentemente el antigeno ORF2 del PCV-2 con un adyuvante.

De acuerdo con un aspecto preferido, la cromatografia de exclusiéon por tamario se realiza como se describe en el
presente documento, preferentemente como se describe en el Ejemplo 3. Preferentemente, la exclusion por tamafio
da como resultado una composicién inmunogénica que posee un grado de pureza de mas de 80% (p/p),
preferentemente mas de 90% (p/p) con respecto a la cantidad total de proteina incluida en la composicion
inmunogénica antes de la mezcla con el adyuvante.El grado de pureza puede calcularse por tincion con Mancha de
Proteina Imperial (Pierce) después de SDS PAGE mediante geles Bis-Tris NUPAGE al 10% (Invitrogen) usando el
sistema de tampon MOPS NuPAGE (Invitrogen).

Para obtener un grado de pureza mayor puede realizarse una segunda etapa de cromatografia que sin embargo es
diferente de la primera. Por ejemplo si la primera etapa de purificacion / etapa de cromatografia es por exclusion de
tamafio (filtracion en gel) la segunda debe ser diferente de esta, por ejemplo, una cromatografia de afinidad,
cromatografia de intercambio iénico, etc.

Preferentemente, si la primera etapa para purificar el antigeno de PCV-2, preferentemente para purificar el antigeno
ORF2 del PCV-2 es una cromatografia de exclusion por tamanio (filtracion en gel), la segunda etapa puede ser una
cromatografia de intercambio i6nico, preferentemente cromatografia de intercambio aniénico (AIEX). Una matriz de
cromatografia de intercambio aniénico preferida para la purificacion del antigeno de PCV-2, preferentemente el
antigeno ORF2 del PCV-2 es Q Sepharose. En una pequefia escala de aproximadamente 50 ml, se prefiere mas el
uso de columnas HiTrap Q Sepharose HP de 5 ml.La cromatografia de intercambio aniénico puede realizarse, por
ejemplo, como se describe en el Ejemplo 3. En resumen, aproximadamente 50 ml del volumen inicial de la fraccion
agrupada de la etapa de cromatografia de exclusion por tamafio puede cargarse sobre la columna AIEX a un caudal
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de 3,0 ml/min. Después de una etapa de lavado usando, por ejemplo Tris 20 mM, pH 6,5, DTT 5 mM para separar el
material no unido, la proteina puede eluirse con una sola etapa de volimenes de 8 columnas del siguiente tampon
(Tris 20 mM, pH 6,5, DTT 5 mM, NaCl 1,0 M). El flujo a través del procesamiento AIEX puede cargase de nuevo
sobre la columna Q Sepharose y eluirse, como se ha descrito anteriormente, para aumentar el rendimiento. Esta
técnica en dos etapas (exclusion por tamafio seguido de cromatografia de intercambio anidnico) separa eficazmente
el antigeno ORF2 del PCV-2 de la mayoria de los otros componentes de proteina de la recuperacion del cultivo.

Por tanto de acuerdo con un aspecto preferido, la composiciéon inmunogénica que comprende un antigeno de PCV-2
purificado, preferentemente el antigeno ORF2 del PCV-2 purificado y el adyuvante, puede obtenerse mediante un
proceso que comprende las etapas

a) Expresar el antigeno de PCV-2, preferentemente el antigeno ORF2 del PCV-2 en una célula hospedadora;
b) Recoger el cultivo celular para obtener el antigeno de PCV-2, preferentemente el antigeno ORF2 del PCV-2;

c) Purificar el material recogido que comprende el antigeno de PCV-2, preferentemente el antigeno ORF2 del
PCV-2 mediante cromatografia de exclusion por tamarfio (filtracion en gel); seguido por cromatografia de
intercambio anidnico; y

d) Mezclar el antigeno de PCV-2 purificado, preferentemente el antigeno ORF2 del PCV-2 con un adyuvante.

De acuerdo con un aspecto preferido, la cromatografia de exclusidon por tamafo y la cromatografia de intercambio
anionico se realiza como se describe en el presente documento, preferentemente como se describe en el Ejemplo 3.
Preferentemente, la estrategia de purificacion en dos etapas da como resultado una composicién inmunogénica que
posee un grado de pureza de mas de 90% (p/p), preferentemente mas de 95% (p/p) con respecto a la cantidad total
de proteina incluida en la composicion inmunogénica antes de la mezcla con el adyuvante.El grado de pureza puede
calcularse por tincion con Mancha de Proteina Imperial (Pierce) después de SDS PAGE mediante geles Bis-Tris
NuPAGE al 10% (Invitrogen) usando el sistema de tampén MOPS NuPAGE (Invitrogen).

Como se ha descrito anteriormente, el proceso de recuperacion del antigeno de PCV-2, preferentemente el
antigeno ORF2 del PCV-2 comienza con la separacion de los residuos celulares del antigeno ORF2 del PCV-2
expresado mediante una etapa de separacion. Una etapa se separacion preferida incluye una microfiltracion a través
de un filtro que posee un tamafio de poro de aproximadamente 0,6 ym a aproximadamente 2 um, que posee
preferentemente un tamafo de poro de aproximadamente 0,8 mm a aproximadamente 1,2 um.

Por tanto la composicion inmunogénica que comprende un antigeno de PCV-2 purificado, preferentemente el
antigeno ORF2 del PCV-2, y el adyuvante, puede obtenerse mediante un proceso que comprende las etapas

a) Expresar el antigeno de PCV-2, preferentemente el antigeno ORF2 del PCV-2 en una célula hospedadora;

O

c) Filtrar el recogido obtenido en la etapa b) a través de un filtro que posee un tamafio de poro de 0,6 a 2,0 ym.

)
) Recoger el cultivo celular para obtener el antigeno de PCV-2, preferentemente el antigeno ORF2 del PCV-2;
)
d)

Purificar el filtrado que comprende el antigeno de PCV-2, preferentemente el antigeno ORF2 del PCV-2 y
obtenido en la etapa c) por cromatografia de exclusiéon por tamafio (filiracion en gel) opcionalmente seguido de
cromatografia de intercambio anionico; y

e) Mezclar el antigeno de PCV-2 purificado, preferentemente el antigeno ORF2 del PCV-2 con un adyuvante.

De acuerdo con un aspecto preferido, la microfiltracion, la cromatografia de exclusion por tamafio y la cromatografia
de intercambio anidnico se realizan como se describe en el presente documento, preferentemente como se describe
en el Ejemplo 3. Preferentemente, la estrategia de purificacion en dos etapas incluyendo la etapa de filtracion previa
da como resultado una composicion inmunogénica que posee un grado de pureza de mas de 90% (p/p),
preferentemente de mas de 95% (p/p) con respecto a la cantidad total de proteina incluida en la composicion
inmunogénica antes de la mezcla con el adyuvante.El grado de pureza puede calcularse por tincion con Mancha de
Proteina Imperial (Pierce) después de SDS PAGE mediante geles Bis-Tris NUPAGE al 10% (Invitrogen) usando el
sistema de tampon MOPS NuPAGE (Invitrogen).

Las composiciones inmunogénicas que comprenden el antigeno de PCV-2 purificado, preferentemente el antigeno
de ORF2 del PCV-2 descrito en el presente documento, preferentemente las obtenidas por los métodos descritos en
el presente documento se caracterizan por una inmunogenicidad aumentada en comparacion con una composicion
inmunogénica que no comprende dicho antigeno de PCV-2 purificado o antigeno de ORF2 del PCV-2 purificado.

En el caso en que se usen vectores virales, tales como poxvirus, adenovirus o baculovirus recombinantes, para
producir el antigeno de PCV-2, preferentemente el antigeno ORF2 del PCV-2, se recomienda inactivar el acido
nucleico viral mediante un tratamiento de inactivacién apropiado. Dicha inactivaciéon puede producirse en cualquier
momento durante la purificacion del antigeno de PCV-2, preferentemente el antigeno ORF2 del PCV-2. Por tanto, la
inactivacion puede producirse inmediatamente después de recoger el liquido del cultivo celular que comprende el
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antigeno de PCV-2, preferentemente el antigeno ORF2 del PCV-2, o después de la microfiltracion del antigeno de
PCV-2, preferentemente del antigeno ORF2 del PCV-2, si la microfiltracion se realiza antes o después de la etapa
de purificacion, por ejemplo, antes de o después de la filtracion en gel, y antes de o después de la cromatografia de
intercambio anidnico si esta se realizase.

Para los fines de la presente descripcidon puede usarse cualquier método de inactivacion convencional. Asi, la
inactivacion puede realizarse mediante tratamientos quimicos y/o fisicos. En formas preferidas, se determina el
volumen de los liquidos recogidos y la temperatura se lleva a un intervalo entre aproximadamente 32-42°C, mas
preferentemente entre aproximadamente 34-40°C y mas preferentemente entre aproximadamente 35-39°C. Los
métodos de inactivacion preferidos incluyen la adicion de etilenimina binaria (BEI) ciclada, preferentemente a una
concentracion de aproximadamente 1 a aproximadamente 20 mM, preferentemente de aproximadamente 2 a
aproximadamente 10 mM, aun mas preferentemente de aproximadamente 2 a aproximadamente 8 mM, adn mas
preferentemente de aproximadamente 3 a aproximadamente 7 mM y mas preferentemente de aproximadamente 5
mM. Por ejemplo, la inactivacion incluye la adicion de una solucion de 2-bromoetilenamina bromhidrato,
preferentemente de aproximadamente 0,4 M, que se ha ciclado a etilenimina binaria (BEI) 0,2 M en NaOH 0,3 N
para proporcionar liquidos a una concentracién final de aproximadamente 5 mM de BEI. preferentemente, los
liguidos después se agitan continuamente durante 2 - 96 horas y los liquidos recogidos inactivados pueden
conservarse congelados a -40°C o menos o entre aproximadamente 1 - 7°C. Después completarse la inactivacion,
se afiade una solucion de tiosulfato de sodio, preferentemente a 1,0 M para neutralizar cualquier BEI residual.
Preferentemente, el tiosulfato de sodio se afiade en una cantidad equivalente en comparacién con la BEI afadida
antes para la inactivacion. Por ejemplo, en el caso en donde afiada BEI a una concentracion final de 5 mM, se afiade
una solucién de tiosulfato de sodio 1,0 M para proporcionar una concentracién minima final de 5 mM para neutralizar
cualquier BEI residual.

Antes de mezclar con un adyuvante el antigeno de PCV-2 purificado, preferentemente el antigeno ORF2 del PCV-2,
también se recomienda dializar el antigeno de PCV-2 purificado, preferentemente el antigeno ORF2 del PCV-2,
frente a una solucion salina tamponada con fosfato, pH 7,4 o cualquier otro tampodn fisiolégico.

Los métodos descritos anteriormente dan como resultado un antigeno de PCV-2 con una actividad viricida reducida
como se define en el presente documento asi como una inmunogenicidad mejorada, si el antigeno de PCV-2 posee
un grado de pureza de mas de 50% (p/p), preferentemente de mas de 70% (p/p), incluso mas preferentemente de
mas de 80% (p/p), incluso mas preferentemente de mas de 85% (p/p), incluso mas preferentemente de mas de 90%
(p/p), mas preferentemente de mas de 95% (p/p) con respecto a la cantidad total de proteina incluida en la
composicion inmunogénica antes de mezclar con cualquier adyuvante. Sin embargo, el antigeno de PCV-2
purificado que puede obtenerse de acuerdo con este método |l también puede mezclarse y usarse junto con un
adyuvante, preferentemente con cualquiera de los adyuvantes descritos en el presente documento. El adyuvante
preferido es un Carbopol, preferentemente una concentracion de aproximadamente 0,1 a 10 mg/ml, mas
preferentemente a una concentraciéon de 0,5 a 5 mg/ml, mas preferentemente de aproximadamente 1 mg/ml de la
composicion inmunogénica final.

De nuevo, la presente descripcién no solo proporciona cualquiera de los métodos descritos en el presente
documento, incluyendo el método alternativo Il, también proporciona un antigeno de PCV-2, preferentemente un
antigeno de PCV-2 purificado, mas preferentemente una proteina ORF-2 del PCV-2 purificada que puede obtenerse
mediante cualquiera de los métodos descritos en el presente documento, incluyendo el método alternativo. Ademas,
la presente descripcion también proporciona composiciones antigénicas de PCV-2 que comprenden un antigeno de
PCV-2, preferentemente un antigeno de PCV-2 purificado, mas preferentemente una proteina ORF-2 del PCV-2
purificada que puede obtenerse mediante cualquiera de los métodos descrito en el presente documento, incluyendo
el método alternativo Il. La cantidad del antigeno de PCV-2, en particular del antigeno ORF2 del PCV-2, en la
composicion inmunogénica final, debe estar en el intervalo de aproximadamente 0,25 a aproximadamente 400 ug
por dosis con respecto a la composicion inmunogénica final. Preferentemente, la composicién inmunogénica final
debe incluir una cantidad de antigeno de PCV-2, preferentemente de antigeno ORF2 del PCV-2 en un intervalo de
aproximadamente 2 a aproximadamente 200 pg/dosis, incluso mas preferentemente de aproximadamente 3 a
aproximadamente 150 pg/dosis, ain mas preferentemente de aproximadamente 4 a aproximadamente 100 pg/dosis,
aun mas preferentemente de aproximadamente 5 a aproximadamente 80 pg/dosis, aun mas preferentemente de
aproximadamente 6 a aproximadamente 60 pg/dosis, incluso mas preferentemente de aproximadamente 7 a
aproximadamente 50 pg/dosis, incluso mas preferentemente de aproximadamente 8 a aproximadamente 40
pg/dosis, incluso aun mas preferentemente de aproximadamente 8 a aproximadamente 32 pg/dosis, incluso mas
preferentemente de aproximadamente 8 a aproximadamente 24 ug/dosis, y de manera mas preferida de
aproximadamente 8 a aproximadamente 16 pg/dosis.

Las composiciones inmunogénicas proporcionadas con el presente documento incluyen aquellas que pueden
obtenerse mediante el método Il que comprende uno o mas antigenos adicionales de otro organismo causante de
enfermedades. Estos “otros organismos causantes de enfermedades” se han definido anteriormente.
Preferentemente el antigeno adicional es el Virus del Sindrome Reproductivo y Respiratorio Porcino. Incluso mas
preferentemente, el antigeno del Virus del Sindrome Reproductivo y Respiratorio Porcino comprende un virus vivo y
aun mas preferentemente un virus vivo modificado. Aun mas preferentemente, el antigeno del Virus del Sindrome
Reproductivo y Respiratorio Porcino Vivo modificado comprende una cepa del virus vivo modificado con el Numero
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de Acceso VR 2332 de la ATCC, y aun mas preferentemente comprende el MLV del PRRS INGELVAC®. En un
aspecto adicional de la presente solicitud, el antigeno adicional es Mycoplasma hyopneumoniae. Preferentemente el
antigeno Mycoplasma hyopneumoniae es una bacterina, y mas preferentemente, la bacterina Mycoplasma
hyopneumoniae es INGELVAC® MYCOFLEX.Las mas preferidas son las combinaciones con el Virus del Sindrome
Reproductivo y Respiratorio Porcino y Mycoplasma hyopneumoniae.

Debido a la inmunogenicidad aumentada de la composicion inmunogénica que incluye el antigeno de PCV-2
purificado, preferentemente el antigeno ORF2 del PCV-2 proporcionado en el presente documento, las
composiciones inmunogénicas pueden usarse para reducir la frecuencia o reducir la gravedad de sintomas clinicos
causados por o que estan asociados con infecciones por PCV-2 en comparacién con un animal que no recibe esta
composicion inmunogénica.

La expresion “reduccion de la frecuencia o de la gravedad de indicios clinicos” significara que cualquiera de estos
indicios se reducen en cuanto a la frecuencia o gravedad en animales que reciben una administracion de la vacuna
en comparacion con un “grupo de control” de animales cuando ambos se han infectado con o se han expuesto al
patégeno del cual deriva el componente (o componentes) inmunolégicamente activo en la vacuna y en donde el
grupo de control no ha recibido ninguna administracion de la vacuna o composicién inmunogénica. En este contexto,
el término “disminucion” o “reduccién” significa una reduccion de al menos 10%, preferentemente 25%, incluso mas
preferentemente 50%, mas preferentemente de mas de 100% en el grupo vacunado en comparacion con el grupo de
control no vacunado.

Como se usa en el presente documento, “sintomas clinicos" o “indicios clinicos” se referira a indicios de infecciéon de
un patégeno que puede observarse directamente a partir de un animal vivo tales como sintomas. Los ejemplos
representativos dependeran del patdgeno seleccionado pero pueden incluir cosas tales como secreciéon nasal,
aletargamiento, tos, fiebre alta, aumento o pérdida de peso, deshidratacion, diarrea, hinchazén, cojera y similares.
Los indicios clinicos por PCV-2 pueden incluir debilitamiento, palidez de la piel, desarrollo poco vigoroso, dificultad
respiratoria, diarrea, icterus vy ictericia.

La reduccioén de la frecuencia o de la gravedad de indicios clinicos producida por o asociada con infecciones por
PCV-2 en un animal puede conseguirse por la administracion de una sola dosis de dicha composicion inmunogénica
a un animal que necesita dicho tratamiento. Sin embargo, la composicién inmunogénica proporcionada en el
presente documento también puede administrarse en dos o mas dosis, con un intervalo de 2 a 4 semanas entre la
administracion de la primera dosis y cualquier dosis posterior. Por tanto, de acuerdo con un aspecto adicional, la
composicion inmunogénica proporcionada en el presente documento que incluye el antigeno de PCV-2 purificado,
preferentemente el antigeno ORF2 del PCV-2 puede administrarse en una, dos o mas dosis a un animal que lo
necesita.

En particular, en un aspecto adicional de la presente solicitud, como se ha descrito anteriormente se proporciona
una composiciéon inmunogénica que comprende una composicion antigénica de PCV-2 en donde cuando la
composicion inmunogénica, se administra a un animal, reduce el empobrecimiento linfoide y la inflamacion al menos
un 80% en un animal en comparacién con un animal que recibe la composiciéon inmunogénica. Por tanto, en un
aspecto adicional de la presente solicitud, se proporciona una composicion inmunogénica que comprende una
composicion antigénica de PCV-2, como se ha descrito anteriormente, y la composicién inmunogénica reduce el
empobrecimiento linfoide y la inflamacién al menos un 80% en un animal que ha recibido una administracion de la
composicion inmunogénica en comparacion con un animal que no ha recibido la composiciéon inmunogénica.

En un aspecto adicional de la presente solicitud, como se ha descrito anteriormente, se proporciona una
composicion inmunogénica que comprende una composicion antigénica de PCV-2 en donde cuando la composicion
inmunogénica se administra a un animal reduce las lesiones pulmonares al menos un 80% en un animal en
comparaciéon con un animal que no recibe la composicién inmunogénica. Por tanto, en un aspecto adicional de la
presente solicitud, se proporciona una composicion inmunogénica que comprende una composicidon antigénica de
PCV-2, como se ha descrito anteriormente y la composicién inmunogénica se administra a un animal reduce
lesiones pulmonares al menos un 80% en un animal en comparaciéon con un animal que no recibe la composicion
inmunogénica.

En un aspecto adicional de la presente descripcion, se proporciona una composicién inmunogénica que comprende
una composicion antigénica de PCV-2, como se ha descrito anteriormente, en donde después de la administracion
de una dosis de la composicion inmunogénica, la composicidn inmunogénica induce una respuesta
inmunoprotectora contra PCV-2.La composicién inmunogénica que comprende una composicion antigénica de PCV-
2 puede ser de cualquier volumen incluyendo 1 ml, 2 ml, 3 ml, 4 ml, 5 ml y mayor. En formas preferidas, 2 ml de la
composicion inmunogénica comprende una dosis del antigeno de PCV-2. Por tanto, en un aspecto adicional de la
presente descripcion, se proporciona una composicion inmunogénica, como se ha descrito anteriormente, en donde
después de la administracion de una dosis de la composicion inmunogénica la composicion inmunogénica
comprende una composicion antigénica de PCV-2 que incluye una respuesta inmunoprotectora contra el PCR-2.En
un aspecto adicional, 2 ml de la composicién inmunogénica comprende una dosis del antigeno de PCV-2.

Como se usa en el presente documento, a “una respuesta inmunoprotectora” se refiere a una frecuencia reducida o
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gravedad reducida de indicios o sintomas clinicos, patoldgicos o histopatoldgicos de infeccion procedente de un
patégeno de interés hasta incluyendo la prevencion completa de dichos indicios o sintomas.

La expresion indicios "patolégicos” se referira a indicios de infeccion que pueden observarse a nivel microscopico o
molecular, mediante ensayo bioquimico o a simple vista tras necropsia. Para el PCV-2, los sintomas patoldgicos
incluiran lesiones microscopicas y macroscopicas en tejidos y érganos multiples, siendo los érganos linfoides los
sitios mas frecuentes para la lesiones.

La expresion indicios “histopatolégicos” se referira a indicios de cambios tisulares resultantes de la infeccion.
Las expresiones, “sintomas clinicos” o “indicios clinicos” se han definido anteriormente.

En un aspecto adicional de la presente descripcion, se proporciona una composicion inmunogénica que comprende
una composicion antigénica de PCV-2 y un antigeno PRRS, preferentemente cualquiera de los antigenos PRRS
descritos en el presente documento, como se ha descrito anteriormente, en donde la composicién inmunogénica
induce una respuesta inmunoprotectora contra el virus del PRRS después de la administracion de una dosis de la
composicion inmunogénica inmunogénica. De nuevo, puede producirse cualquier volumen de dosificacion, pero en
formas preferidas, 2 ml de la composicién inmunogénica comprende una dosis del antigeno PRRS y una dosis del
antigeno de PCV-2. Por tanto, en un aspecto adicional de la presente descripcion, se proporciona una composicion
inmunogénica, como se ha descrito anteriormente, que comprende un PRRSV y una composicién antigénica con
PCV-2 como se ha descrito anteriormente, en donde la composicion inmunogénica induce una respuesta
inmunoprotectora contra el PRRS después de la administracion de una dosis de la composicion inmunogénica. En
un aspecto adicional, 2 ml de la composicién inmunogénica comprende una dosis del antigeno PRRS y una dosis
del antigeno de PCV-2.

En un aspecto adicional de la presente descripcion, se proporciona una composicién inmunogénica que comprende
una composicion antigénica con PCV-2 como se ha descrito en el presente documento y el antigeno Mycoplasma
hyopneumoniae como se ha descrito anteriormente, en donde la composicion inmunogénica induce una respuesta
inmunoprotectora contra Mycoplasma hyopneumoniae después de una administracion de una dosis de la
composicion inmunogénica. De nuevo, puede producirse cualquier volumen de dosificacion, pero en formas
preferidas, 2 ml de la composicion inmunogénica comprende una dosis de antigeno Mycoplasma hyopneumoniae y
una dosis de antigeno de PCV-2. Por tanto, en un aspecto adicional de la presente descripcion, se proporciona una
composicion inmunogénica como se ha descrito anteriormente en donde la composicién inmunogénica induce una
respuesta inmunoprotectora contra Mycoplasma hyopneumoniae después de la administracion de una dosis de la
composicion inmunogénica que comprende una composicion antigénica de PCV-2 como se ha descrito en el
presente documento y un antigeno Mycoplasma hyopneumoniae. En un aspecto adicional, 2 ml de la composicion
inmunogénica comprende una dosis del antigeno Mycoplasma hyopneumoniae.

En un aspecto adicional de la presente solicitud, se prepara una composicion inmunogénica, como se ha descrito
anteriormente, para la administracién de 2 ml por dosis.

En un aspecto adicional de la presente solicitud, se proporciona un método para reducir uno o mas sintomas clinicos
de una infeccién por PCV-2 en un animal en comparacién con un animal que no recibe la composicion
inmunogénica. En general, el método comprende la etapa de administrar a un animal cualquiera de las
composiciones inmunogénicas que comprenden un antigeno de PCV-2 o composicion como se ha descrito
anteriormente. Preferentemente, después de la administracion de una sola dosis de la composicidon inmunogénica se
reducen uno o mas sintomas clinicos de una infeccion por PCV-2. Por tanto, de acuerdo con un aspecto adicional de
la presente solicitud, se proporciona un método para reducir, en un animal, uno o mas sintomas clinicos de una
infeccion por PCV-2 en comparaciéon con un animal que no recibe la composicion inmunogénica que comprende una
composicion antigénica de PCV-2 como se describe en el presente documento. En general, el método comprende la
etapa de administrar a un animal cualquiera de las composiciones inmunogénicas que comprenden una composicion
antigénica con PCV-2 descritas anteriormente, en donde uno o mas sintomas clinicos de una infecciéon por PCV-2 se
reducen preferentemente después de la administracion de una sola dosis de la composicidon inmunogénica que
comprende una composicion antigénica de PCV-2 como se describe en el presente documento.

En un aspecto adicional de la presente solicitud, se proporciona un método para reducir uno o mas sintomas clinicos
de una infeccién por PRRS en un animal en comparacion con un animal que no recibe la composicion
inmunogénica. En general, el método comprende la etapa de administrar a un animal cualquiera de las
composiciones inmunogénicas descritas anteriormente que comprenden una composiciéon antigénica de PCV-2
como se describe en el presente documento y un virus del PRRS como se describe en el presente documento.
Preferentemente, uno o mas sintomas clinicos de infeccion por PRRS se reducen después de una administracion de
una sola dosis de la composiciéon inmunogénica que comprende una composiciéon antigénica con PCV-2 como se
describe en el presente documento y un virus del PRRS como se describe en el presente documento. Por tanto, de
acuerdo con un aspecto adicional de la presente solicitud, se proporciona un método para reducir, en un animal, uno
0 mas sintomas clinicos de una infeccion por PRRS en comparacién con un animal que no recibe la composiciéon
inmunogénica que comprende una composicion antigénica con PCV-2 como se describe en el presente documento y
un virus de PRRS como se describe en el presente documento. Los indicios clinicos del Virus del Sindrome
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Reproductivo y Respiratorio Porcino (PRRSV) incluyen, pero sin limitacion, inapetencia, fiebre, aborto, alteracion del
color transitoria, anestro prolongado, tos, indicios respiratorios, mastitis, agalactia, aletargamiento, lechones
momificados, mortinatos, lechones débiles al nacer, reduccion de la tasa de partos, parto prematuro, diarrea,
debilitamiento, estornudos, secrecion ocular, palidez de piel, mortalidad y combinaciones de las mismas.

En un aspecto adicional de la presente solicitud, se proporciona un método para reducir, en un animal, uno o mas
sintomas clinicos de una infeccidon por Mycoplasma hyopneumoniae, en comparacion con un animal que no recibe la
composicion inmunogénica que comprende una composicion antigénica de PCV-2 como se describe en el presente
documento y un antigeno Mycoplasma hyopneumoniae como se describe en el presente documento. En general, el
método comprende la etapa de administrar a un animal cualquiera de las composiciones inmunogénicas descritas
anteriormente. Preferentemente, después de la administracion de una sola dosis de la composicidon inmunogénica se
reducen uno o mas sintomas clinicos de una infeccion por Mycoplasma hyopneumoniae que comprende una
composicion antigénica con PCV-2 como se ha descrito en el presente documento y un antigeno Mycoplasma
hyopneumoniae como se describe en el presente documento. Por tanto, de acuerdo con un aspecto adicional de la
presente solicitud, se proporciona un método para reducir uno o mas sintomas clinicos de una infeccién por
Mycoplasma hyopneumoniae en un animal en comparaciéon con un animal que no recibe la composicion
inmunogénica que comprende una composicion antigénica con PCV-2 como se describe en el presente documento y
un antigeno Mycoplasma hyopneumoniae como se describe en el presente documento. Los indicios clinicos de
infeccion por Mycoplasma hyopneumoniae (M. hyo) incluyen, pero sin limitacion, tos seca, rendimiento alterado y
lesiones pulmonares.

La composiciéon inmunogénica que comprende el antigeno de PCV-2 purificado, preferentemente el antigeno ORF2
del PCV-2 como se proporciona en el presente documento, posee inmunogenicidad mejorada. Por lo tanto, la
composicion inmunogénica proporcionada en el presente documento es adecuada para mejorar la respuesta
inmunitaria en un animal, que recibe dicha composicion inmunogénica. Por tanto, de acuerdo con un aspecto
adicional, la presente descripcion proporciona un método para mejorar la respuesta inmunitaria en un animal contra
PCV-2 que comprende la etapa de: administrar, a un animal que lo necesite, la composiciéon inmunogénica, como se
describe en el presente documento, y poseer un antigeno de PCV-2 purificado, preferentemente una proteina ORF-2
del PCV-2 purificada, como se proporciona en el presente documento. De acuerdo con un aspecto preferido, el
antigeno de PCV-2, preferentemente el antigeno ORF2 del PCV-2, usado en dicho método, se purifica a un grado de
mas de un 60% (p/p), preferentemente mas de 60% (p/p), incluso mas preferentemente mas de 70% (p/p), incluso
mas preferentemente mas de 80% (p/p), incluso mas preferentemente mas de 90% (p/p), mas preferentemente mas
de 95% (p/p) con respecto a la cantidad total de proteina incluida en la composicion inmunogénica. El grado de
pureza puede calcularse por tincion con Mancha de Proteina Imperial (Pierce) después de SDS PAGE mediante
geles Bis-Tris NUPAGE al 10% (Invitrogen) usando el sistema de tampon MOPS NuPAGE (Invitrogen). EI PCV-2, y
preferentemente la ORF2 del PCV-2 puede purificarse usando métodos convencionales bien conocidos por un
experto en la materia.

Descripcion de las figuras

Las siguientes figuras forman parte de la presente memoria descriptiva y se incluyen para demostrar adicionalmente
algunos aspectos de la presente invencion. La invencion puede entenderse mejor haciendo referencia a una o mas
de estas figuras en combinacion con la descripcion detallada de la realizaciones especificas presentadas en el
presente documento.

LaFIG. 1 presenta los resultados de ultrafiliracion a una escala de configuracion piloto usando geles Bis-Tris/MOPS
al 10% que demuestran la presencia de la ORF-2 después del proceso de filtracion. Los carriles se cargaron de la
siguiente manera: (1) marcador; (2) n/a; (3) n/a; (4) 24 - 180/181 Conc. Previa — 20 yl; (5) 25 - 180/181 1x antigenos
— 20 l; (6) 26 - 180/181 lavado en filtro — 20 pl; (7) 27 - PCV 504 conc. previa — 8 pl; (8) 28 - PCV 504 Perm — 20 yl;
(9) 29 - PCV 504 1X — 20 pl; (10) 092704PD — 20 pl; (11) marcador;

Descripcion detallada

Los siguientes ejemplos exponen materiales y procedimientos preferidos de acuerdo con la presente invencion. Sin
embargo, debe entenderse que estos ejemplos se proporcionan unicamente a modo de ilustracion, y nada en su
interior debe considerarse como una limitacion sobre el alcance global de la invencion.

Ejemplo 1

Este ejemplo describe un proceso a escala de laboratorio y a escala piloto para preparar el antigeno ORF2 del PCV-
2 concentrado que tendra una actividad viricida reducida en comparacién con un proceso de fabricacién que no
incluye las etapas de la presente invencion. Especificamente, se determinaran los efectos que posee la presente
invencion sobre la actividad viricida del antigeno ORF2 del PCV-2 sobre el virus PRRS.
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Materiales y Métodos
Produccioén de antigeno:
Escala de laboratorio:
PCV SUB037 H1-F, 18,94 kg
PCV 1025, 20,6 kg
PCV 180/181, 20,0 kg
PCV SUB 504PD, 40 kg
Escala piloto:
PCV SUB 506PD, 362 kg
PCV SUB 507PD, 384 kg
PCV SUB512PD, 430 kg
PCV SUB 513PD, 405 kg

Cartuchos de ultrafiltracion: GE Healthcare, Esterilizacion en sitio (Steam-In-Place (SIP)), cartuchos de membrana
de fibra hueca.

UFP-100-E-55-STM: 100.000 NMWC, tubito de 1 mm de diametro; usado en UF-002 en X109, escala de laboratorio.
UFP-300-E-55-STM: 300.000 NMWC, tubito de 1 mm de diametro; usado en UF-002 en X109, escala de laboratorio.
UFP-100-E-65-MSM: 100.000 NMWC, tubito de 1 mm de diametro; usado en UF-B2614, en APU-1, escala piloto.
UFP-300-E55-SMO: 300.000 NMWC, tubito de 1 mm de diametro; usado en UF-2713 en VP-1, escala piloto.

En la evaluacion de viabilidad y desarrollo de proceso inicial se us6 el siguiente equipo de ultrafiltracion:

Tabla 1. Equipo

Etapa de Proceso Procedimiento Equipo Identificacion

Concentrador Flex-Stand UF-002 en X109, escala de

laboratorio
Ultrafiltracion Con(;i':gzﬂgn de
Rodillo de UF UF-B2614 en APU-1, escala
piloto
UF-2713 en VP-1,
Rodillo de UF

escala piloto:

Proceso de Fabricacion:
Configuracion de la ultrafiltracion (UF): Escala de laboratorio:

En el proceso de concentracion se usaron bombonas de 50 litros que contenian material ORF2 del PCV-2 filtrado,
inactivado, neutralizado, generado en construccion P con el Flex Stand de tamario 30 | (Amersham) GE Healthcare,
rodillo de UF N° 002.

El proceso de concentracion inicial usé un esquema de diafiltracion “discontinuo” mediante el cual aproximadamente
20 kg de material de antigeno se transfirié al rodillo de UF y se concentr6 a través de un cartucho de fibra hueca de
100.000 NMWC (UFP-100-E-55-STM). El proceso de concentracion de 100.000 NMWC uso lotes de ORF2 del PCV-
2 de material SUB037PD y PCV1025 de PD y Manufacturing, respectivamente.
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Estos dos procesos iniciales se concentraron aproximadamente a 4x del volumen original y se determind la cantidad
suficiente (C.S.) en el tanque de alimentacion de nuevo al volumen de transferencia original. EI material concentrado
se tratd de esta manera durante un total de 2 concentraciones por nimero de lote, recuperando la tercera
concentracion y la concentracion final como un concentrado y una parte de C.S. determinada a 1X del volumen
original. Las muestras se extrajeron antes de la concentracion previa en cada etapa de concentracion y en cada
etapa de determinacion de C.S. Las muestras filtradas se extrajeron durante cada etapa de concentracion.

Los siguientes dos procesamientos consecutivos concentraron el antigeno ORF2 del PCV-2 sin lavado con solucion
salina. El material concentrado se muestreo aproximadamente 4x y después a una concentracion final.
Aproximadamente 20 kg de material de antigeno se transfirié al tanque de contencion de rodillo de UF y se
concentro a través de un cartucho de fibra hueca de 300.000 NMWC (UFP-300-E-55-STM). Se afiadié un segundo
volumen de 20 L al tanque de contencién con el concentrado de los primeros 20 L. Esto se concentré a un volumen
final. El proceso de concentracion a 300.000 NMWC us6 lotes de ORF2 del PCV-2 del grupo PCV 180/181 y
SUB504PD generado por Manufacturing y PD, respectivamente. Las muestras se extrajeron antes de la
concentracion y en cada etapa de concentracion. Las muestras filtradas se extrajeron durante cada etapa de
concentracion.

Configuracion de la ultrafiltracion: Escala piloto:

El proceso de escala piloto utilizd SUB lotes 506PD, 512PD y 513PD. Los voliumenes de concentracion previa de
antigeno variaban de aproximadamente 350 L a 430 L. Los lotes SUB506PD y SUB513PD se transfirieron a DSP
(procesamiento corriente abajo) 2602 y se concentré6 con UF-B2614 en APU-1 usando un filtro de 100.000 NMWC
(UFP-100-65-E-MSM), con un area de superficie de 4,2 m®. SUB512PD se transfiri6 a DSP 2701 y se concentré con
UF-2713 usando un filtro de 300.000 NMWC (UFP-300-E-SMO) con un area de superficie de 2,1 m? al cuadrado.
Por cada lote, se recuper6 el material concentrado final y se conservé a 4°C para andlisis.

Resultados y Conclusiones
Configuracion de la ultrafiltracion (UF): Escala de laboratorio:

La filtracién con filtros de 100.000 NMWC (100 kDa) frente a 300.000 NMWC (300 kDa) fue comparable en tiempos
de concentracion y fue factible cuando se consideraba un proceso a escala completa. Los tiempos de filtracion para
el filtro de 100 kDa, concentracion 4X, con aproximadamente 18 L a 26 L, variaron de 14 minutos a 32 minutos,
obteniendo menores tiempos a partir de las etapas de lavado con solucién salina (Tabla 2). Los tiempos de filtracion
para el filtro de 300 kDa, concentracion 3,2X, 7X para PCV180/181y 21,5X para SUB504PD con aproximadamente
40 | de material concentrado en dos volimenes consecutivos de 20 L produjeron 3,2X a los 25 minutos, 7X a los 23
minutos y 21,5X a los 32 minutos. Debido al tiempo empleado para conseguir un proceso de concentracion para una
presién transmembrana (PTM) diana de 10,25 psi se esperaba algun tiempo de variacion.

Los valores de flujo del proceso variaron de 27,43 Imh a 32,00 Imh para el lote PCV180/181, obteniéndose el valor
32,00 Imh a partir de un aumento hacia el final del proceso de concentracion. Los valores de flujo para el material
SUB 504PD fueron 28,57 Imh durante la concentracion de los 20 L primeros y 35,71 Imh durante la concentracion de
los 20 L segundos.(Tablas 3 y 4)

Tabla 2. Datos del proceso

Lote N° Volumen de Conc. X Tiempo para el
concentracion de partida Concentrado
(min)
PCV 037 QS-0 (100kDa) 18,94 417 24
PCV 037 QS-1 (100kDa) 18,76 4,75 16
PCV 037 QS-2 (100kDa) 19,05 4,70 14
PCV 1025 QS-0 (100kDa) 20,59 4,39 28
PCV 1025 QS-1 (100kDa) 20,24 4,65 29
PCV 1025 QS-2 (100kDa) 18,71 3,6 17
PCV 180/181 conc-1 (300kDa) 20 3,50 25
PCV 180/181 conc-2 (300kDa) 26,01 7,00 23
SUB 504PD conc-2 (300kDa) 24,72 21,50 32

37




10

ES 2657812713

Tabla 3. Datos del proceso

PCV 180/181: Filtro de 300.000 NMWC

TIEMPO PTM CAUDAL DE FLUJO (Imh)
INFILTRADO (ml/min)
Conc-1 9:55 9 N/A N/A
Conc-2 10:23 12,5 N/A N/A
Conc-2 10:30 12,5 960 27,43
Conc-2 10:33 14,5 960 27,43
Conc-2 10:36 10,5 1120 32,00
Conc-2 10:39 11 810 23,14

Tabla 4. Datos del proceso

SUBS504PD: Filtro de 300.000 NMWC

TIEMPO PTM CAUDAL DE FLUJO (Imh)
INFILTRADO (ml/min)
Conc-1 15:29 9,5 1000 28,57
Conc-2 16:00 10,25 1250 35,71

Se observé que cuando el material concentrado era de nuevo una C.S. a un volumen 1X, el cambio en la fuerza
después de la filtracion no cambiaba, asi como con el material reconstituido SUB 037 y el material PCV 1025
reconstituido. Los valores del contenido del antigeno concentrado desplazaron los limites del ensayo por debajo de
los validados aproximadamente un limite 64 ug, como se observa en los valores en las tablas 5 a 8 en los que las
cantidades del contenido del antigeno se comparan con las cantidades calculadas esperadas. Los valores del
infiltrado de las concentraciones realizadas usando los antigenos SUB 037, PCV 180/181 y SUB 504PD mostraron
pérdida de material no significativa debido a la filtracion. Todas las cantidades del contenido de antigeno infiltrado se
incluyeron en el intervalo indetectable del ensayo. No se recobraron cantidades de contenido de antigeno infiltrado
del antigeno PCV 1025.
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Tabla 5. Cambio de SUB 037 en el Contenido de Antigeno PCV-2 (en ug)

Cambio del
Lote Numero Conc Conc Post Contenido | contenido de | Aumentolpérd
Ivol PrevContenido Contenido Factor de de antigeno ida del RP
de antigeno, de antigeno | concentracion antigeno calculado cale
Cale
SUB 037
(18.94 kg)--
4,Tx—100 56 1376 47 2632 -125 6 pérdida
kDa--PDX
Concentrado vy
Reconstituido
con Saolucidn tola 816 1 26 2.6 aumenta
Salina: C5-1
Concentrado vy
Feconstituido
con Solucian a6 B2.7 1 a6 B,7 aumento
Salina: C5-2
Concentrado v
Reconstituido
con Solucion la] 858 1 s -0.2 perdida
Salina: C5-3
Filtrados 1, 2,
3 de SUB 037 - a Sin pérdida
Tabla 6. Cambio de PCV 1025 en el Contenido de Antigeno PCV-2 (en ug)
Cambio de
Conc Conc Post, Contenido | contenido de | Aumento/p
PreContenido de | Contenido | Factor de de antigeno erdida del
Lote Namero antigeno, de concentrac | antigeno calculado RP calc
ol antigeno ion Calc
1025 (20,46 kg)--
4,5X--100 kDa--
PDX 7038 288 B4 45 318 56 -30 32 perdida
Concentrado y
Reconstituido con SM = muesTRa
Solucidn Salina-1 M 1 Sk S/ sin muestra
Concentrado y
Reconstituido con
Solucion Salina-2 7083 BB 24 1 7088 -4 B4 perdida
Concentrado y
Reconstituido con
Solucian Saling-3 70,85 76,00 1 7088 9,12 aumento
Filtrada 1025 - Sk S
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Tabla 7. Cambio en el Contenido de Antigeno PCV-2 (en pug)

Cambio
Conc Conc Post Contenido de Aumento/pérdida
PreContenido | Contenido Factor de de contenido del RP calc
Lote Niimero | de antigeno, de concentracién | antigeno de
ol antigeno, Calc antigeno
calculado
180/181 (40,3
kqg)--3,5X--300
kDa--PDX 43,36 908 35 151 76 -B0 595 pérdida
180/181 7,2X 43,36 247 04 72 31219 -B5,15 pérdida
Filtrado - ] Sin M/E
1804181 perdida
Tabla 8. Cambio en el Contenido de Antigeno PCV-2 (en pug)
Cambio de
Conc Conc Post Contenido | contenido | Aumento/pérdida
PreContenido | Contenido Factor de de de antigeno del RP calc
Lote Nimero | de antigeno, de concentracion | antigeno | calculado
Mol antigeno, Calc
SUB504
(10,43 kq)
4,3X—300 2224 B3 16 4.3 95 B3 A7 A7 pérdida
kDa--PDX
=UBA04 20X 2224 443 48 20 444 3 3,68 aumento
Infiltrada -- 1] =in pérdida
SuUBa04

Los geles SDS-PAGE se procesaron con material de PCV 180/181 y SUB 504PD en R&D. La banda de ORF2 que
se encontraba a aproximadamente 27 kDa en la Figura 1 fue coherente con el modelo de banda de la referencia en
el carril 10. Previamente, se habia demostrado que este tamafno de banda era de la ORF2. El material infiltrado de
SUB 504PD, concentracion de filtracion de 300 kDa, mostré una ausencia de banda en el sitio de 27 kDa.
Aparentemente no se perdié ninguna proteina ORF2 con este filtro de tamafio de poro. El gel se proces6 en
condiciones reductoras.

La actividad viricida del antigeno preconcentrado, antigeno concentrado, antigeno reconstituido e infiltrado por
filtracion se ensayd contra la vacuna del virus PRRS. Los resultados iniciales del Control de Calidad (CC) para SUB
037 no fueron satisfactorios para el material preconcentrado ni para el concentrado (filiro de 100 kDa), que de nuevo
se habia reconstituido a 1X con solucién salina. Sin embargo, cuando el material concentrado se formuld en
vacunas, concentraciones hasta un 80% de inclusién en la vacuna redujeron esta actividad viricida a un nivel
satisfactorio muy por debajo del limite de aceptacion de pérdida de titulacion de virus PRRS de 0,7 log/ml. El
material infiltrado de SUB 037 mostré un limite pasando a niveles no satisfactorios de actividad viricida. Véase la
tabla 9.

Se observé que el material preconcentrado de PCV 1025 era insatisfactorio para la actividad viricida contra el PRRS
con pérdida en la titulaciéon de PRRS a una pérdida de 1,5 log/ml. Los tres materiales concentrados reconstituidos
con solucién salina (filiro de 100 kDa) se pasaron a una pérdida de 0,5 log/ml y a una pérdida de 0,6 log/ml con uno
de los concentrados reconstituidos satisfactorios “sin cambios” en la titulacion del PRRS. Las muestras de infiltrados
no se ensayaron para este lote. Véase la tabla 10.

El material de vacuna preconcentrado de PCV 180/181 no fue satisfactorio para la actividad viricida contra el PRRS
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para 2 de las 3 vacunas preparadas. Los niveles de inclusion de antigeno en porcentaje variaron de 37,0% a 55,5%.
Se observo que la vacuna preconcentrada de inclusion con un % mayor era satisfactoria.

Las vacunas preparadas de material 1X (concentrado reconstituido a 1X con solucién salina) se encontr6 que eran
satisfactorias para la actividad viricida contra el virus PRRS. Los niveles de inclusién de antigeno en porcentaje
variaron de un 44% a un 66%. Véase la tabla 11.

Las vacunas SUB 504PD preparadas a partir del antigeno preconcentrado con inclusion de vacuna a un 79,5%
fueron satisfactorias para la actividad viricida contra el virus PRRS. Las vacunas preparadas a partir del antigeno
concentrado 4,3X con inclusién de vacuna de 23,5-35% y de antigeno concentrado 21,5X con inclusion de vacuna
de 3,5-5,5% también fueron satisfactorias. Por uUltimo, se encontré que el antigeno de lavado con filtro preparado con
niveles de inclusion a un 72% era satisfactorio para la actividad viricida contra el virus PRRS.

Tabla 9. Actividad Viricida de SUB 037

ID Muestra Cambio de fuerza log/ml Sat/Insat
SUB 037 (18,94 kg)-4,7x—-100 kDa--PDX

1,4 insat
Contenido de antigeno 56 pre / 137,6 post
Concentrado y Reconstituido con Solucién Salina-1 0,8 insat
Concentrado y Reconstituido con Solucién Salina-2 1,3 insat
Concentrado y Reconstituido con Solucién Salina-3 1,3 insat
Infiltrado-1 SUB 037 0,6 sat
Infiltrado-2 SUB 037 1,0 insat
Infiltrado-3 SUB 037 0,5 sat
Vacuna: 20% inclusion Ames** -0,2 sat
Vacuna: 40% inclusion Ames** -0,2 sat
Vacuna: 60% inclusion Ames** 0,2 sat
Vacuna: 80% inclusion Ames** 0,1 sat
Tabla 10. Actividad Viricida de PCV 1025
ID Muestra Cambio de fuerza log/ml Sat/Insat
Conc Pre de PCV1025 (20,46 kg)--4,5x--100 kDa--PDX

1,5 insat

Contenido de antigeno 70,8 pre / 288,64 post
Concentrado y Reconstituido con Solucién Salina-1 0,6 sat
Concentrado y Reconstituido con Solucién Salina-2 sin cambios sat
Concentrado y Reconstituido con Solucién Salina-3 0,5 sat
Infiltrado 1025 sin registro s/m
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Tabla 11. Actividad Viricida de PCV 180/181

% de Cambio de
ID Muestra Inclusién de fuerza Sat/Insat
vacuna log/ml
PCV180/181 (49,3 kg)--3,5X--300 kDa--PDX
Contenido de antigeno = 43,36 ug pre/Contenido de antigeno (1) n/a s/im s/m
90,88 pg/Contenido de antigeno (2) 247,04 ug
Preconcentrado de vacuna
37,0 1.2 logimi insat
Contenido de antigeno = 16 ug/8,8 ug real perdida
Preconcentrado de vacuna
44,5 12 '3.94”" insat
Contenido de antigeno = 19,2 ug/8,8 ug real perdida
Preconcentrado de vacuna 0,8 log/ml
55,5 ’ sat
Contenido de antigeno = 24 ug/15,36 ug real aumento
7X reconstituido a 1x vacuna 0,6 log/ml
. ‘ _ 44.0 aumento sat
Contenido de antigeno = 16 ug/8,48 ug real
7X reconstituido a 1x vacuna
53,0 sin cambios sat
Contenido de antigeno = 19,24 ug/12,32 ug real
7X reconstituido a 1x vacuna 0,3 log/ml
66,0 ’ sat
Contenido de antigeno = 24 ug/14,08 ug real aumento
Tabla 12. Actividad Viricida de SUB 504
% de Cambio de
ID Muestra Inclusién de fuerza Sat/Insat
vacuna log/ml
SUB504PD (~40 kg) 4,3X--300 kDa--PDX
Contenido de antigeno = 22,24 ug pre/Contenido de antigeno (1) n/a n/a n/a
68,16 pg/Contenido de antigeno (2) 448,48 ug
Preconcentrado de vacuna 0,3 log/ml
. . _ 79,5 pérdida sat
Contenido de antigeno = 16 pg/10,24 ug real
Vacuna 4.3X
0,1 log/ml
; . - 235 aumento sat
Contenido de antigeno = 16 ug/18,56 ug real
Vacuna 4.3X
0,7 log/ml
. : _ 28,0 aumento sat
Contenido de antigeno = 19,2 ug/3,04 ug real
Vacuna 4.3X
0,1 log/ml
. ‘ _ 35,0 aumento sat
Contenido de antigeno = 24 ug/5,28 ug real
Vacuna 21.5X 0,1 log/ml
3,5 Vs sat
Contenido de antigeno = 16 pg/10,08 ug real perdida
Vacuna 21.5X 4,5 %Jr:]ogrﬁgl sat
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Contenido de antigeno = 19,2 ug/15,2 ug real
Vacuna 21.5X 5.5 0,3 log/ml wat
Contenido de antigeno = 24 ug/3,36 ug real aumento
Lavado del filtro
72,0 0,7 aumento sat
Contenido de antigeno = 16 pg/12,96 ug real
Tabla 13. Datos del proceso
SUB 506: FILTRO DE 100.000 NMWC
TIEMPO PTM (psi) CAUDAL INFILTRADO FLUJO (Imh)
(ml/min)
13:25 12 800 11,43
13:59 11,5 3300 47,14
15:09 12,5 3800 54,29
15:29 12 2100 30,00
Tabla 14. Datos del proceso
SUB 513: FILTRO DE 100.000 NMWC
TIEMPO PTM (psi) CAUDAL INFILTRADO FLUJO (Imh)
(ml/min)
6:49 11,5 2,600 37,14
8:06 11,5 2700 38,57
Tabla 15. Datos del proceso
SUB 512: FILTRO DE 300.000 NMWC
TIEMPO PTM (psi) CAUDAL INFILTRADO FLUJO (Imh)
(ml/min)
15:25 16 5,000 142,86
18:00 13 800 22,86
20:03 17,5 3,500 100,00
21:05 17,5 3000 85,71
21:47 18 2500 71,43
21:59 12,5 4000 114,29

Analisis

El vector baculovirus inactivado, de Tipo 2, de la vacuna de Circovirus Porcina es un producto global fabricado por
Boehringer Ingelheim Vetmedica, Inc., in St. Joseph, Missouri y usado en el producto INGELVAC CIRCOFLEX®. En
la recogida, los liquidos del virus se filtran asépticamente a través de uno o mas prefiltros de 2-15 pym y después un
filtro de 0,8-1,0 ym para una filtracion final. Se afiade solucidon madre BEI (etilenimina binaria) a los liquidos
recogidos a una concentracion final de BEI 5 mM. Los liquidos se agitan continuamente durante un minimo de 72
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horas y un maximo de 96 horas y pueden conservarse congelados a (1 40°C o a 4°C % 3°C. Se afade una solucion
de tiosulfato de sodio 1,0 M a una concentracion final de 5 mM para neutralizar cualquier BEI residual.

El antigeno neutralizado se mezcla con una solucién de Carbopol de 0,5% a 20% v/v con el contenido de la proteina
ORF2 del PCV-2 en el producto final ajustado por la adicion de solucién salina para cumplir los requisitos de
liberacion minimos de una fuerza relativa menor que o igual a 1,0. Después de la masificacion, la serie puede
conservarse a 4°C o se cargarse.

El material ORF2 del PCV-2 se concentré después de la neutralizacion mediante ultrafiltracion en cartucho de fibra
hueca. El material concentrado se procesé adicionalmente con dos volumenes de diafiltracion de solucion salina. Se
determiné el tamafio de poro de limite nominal de peso molecular (NMW(C) preferido para la ultrafiltracion para incluir
100.000 NMWC y 300.000 NMWC, cada uno con un diametro luminal de tubo de 1,0 mm. Ambos tamafos de poro
se incluyeron para proporcionar flexibilidad en la fabricacién en el caso de suministro interrumpido de cartuchos de
filtro por parte del fabricante. Los geles de electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (SDS
PAGE) y los datos de fuerza indicaron que habia ninguna diferencia en la proteina antigénica o en la fuerza entre los
dos tamarios de poro de filtro.

Ejemplo 2

Este ejemplo compara los rendimientos relativos de la ORF2 usando los métodos de la presente descripcion con
métodos conocidos en la técnica anterior. Se entiende que este ejemplo representa uno de los muchos métodos
posibles para obtener la ORF2 del PCV-2 para el uso con los métodos y composiciones de la presente invencion.

Materiales y Métodos

Cuatro matraces de centrifugacion de 1000 ml se sembraron cada uno con aproximadamente 1,0 x 10° células
Sf+/ml en 300 ml de medio asérico de insecto, Excell 420 (JRH Biosciences, Inc., Lenexa, KS). El cultivo celular
maestro se identific6 como solucién madre de célula maestra de SF+ (Spodoptera frugiperda), pase 19, Lote n°
N112-095W. Las células utilizadas para generar la solucion madre de célula maestra de SF+ se obtuvieron de
Protein Sciences Corporation, Inc., Meriden, CT. La linea de células SF+ para este ejemplo se confind entre los
pases 19 y 59. Otros pases funcionaran para los fines de la presente descripcion, pero con el fin de aumentar la
escala del procedimiento para una produccion a gran escala, seran necesarios, probablemente, al menos 19 pases,
y pases mas alla de 59 pueden tener un efecto sobre la expresién, aunque esto no se investigé. Con mayor detalle,
los cultivos iniciales de células SF+ procedentes de almacenamiento en nitrégeno liquido se hicieron crecer en
medio Excell 420 en suspension en matraces de centrifugacion estériles con agitacion constante. Los cultivos se
hicieron crecer en matraces de centrifugacion de 100 ml a 250 ml con 25 a 150 ml de medio asérico Excell 420.
Cuando las células se habian multiplicado hasta una densidad celular de 1,0-8,0x‘|06 células/ml, estas se dividieron
en nuevos recipientes con una densidad de siembra de 0,5-1,5x10° células/ml. Los cultivos por expansion
posteriores se cultivaron en matraces de centrifugacion de hasta 36 litros de capacidad o en biorreactores de acero
inoxidable de hasta 300 litros durante un periodo de 2-7 dias a 25-29°C.

Después de la siembra, los matraces se incubaron a 27°C durante cuatro horas. Posteriormente, cada matraz se
sembré con un baculovirus recombinante que contenia el gen ORF2 del PCV-2 (SEQ ID NO: 4). El baculovirus
recombinante que contenia el gen ORF2 del PCV-2 se generd de la siguiente manera: el gen ORF2 del PCV-2
procedente de una cepa norteamericana de PCV-2 se amplificé por PCR que contenia una secuencia de Kozak 5'
(SEQ ID NO: 1) y un sitio 3' EcoR1 (SEQ ID NO: 2), se cloné en el vector pPGEM-T-Easy (Promega, Madison, WI).
Después, se escindio posteriormente y se subclond en el vector de transferencia pVL1392 (BD Biosciences
Pharmingen, San Diego, CA). La parte subclonada se representa en el presente documento como SEQ ID NO: 7. El
plasmido pVL1392 que contenia el gen ORF2 del PCV-2 se denomind N47-064Y y cotransfectdé con ADN de
baculovirus BaculoGold® (BD Biosciences Pharmingen) en células de insecto Sf+ (Protein Sciences, Meriden, CT)
para generar el baculovirus recombinante que contenia el gen ORF2 del PCV-2. La nueva construcciéon se
proporciona en el presente documento como SEQ ID NO: 8. El baculovirus recombinante que contenia el gen ORF2
del PCV-2 se purifico en placa y el Virus de Semilla Maestra (VSM) se propago en la linea de celular SF+, se dividié
alicuotas y se conservé a -70°C. El VSM se identifico positivamente como baculovirus de ORF2 del PCV-2 por PCR-
RFLP usando cebadores especificos de baculovirus. Las células de insecto infectadas con baculovirus de ORF2 del
PCV-2 para generar el VSM o virus de Semilla de Trabajo expresaron el antigeno ORF2 del PCV-2, segun se
detecta mediante suero policlonal o anticuerpos monoclonales en un ensayo de anticuerpos fluorescente indirecto.
Adicionalmente, la identidad del baculovirus de ORF2 del PCV-2 se confirmé por secuenciaciéon de aminoacidos N-
terminal. EI VSM del baculovirus del ORF2 del PCV-2 también se ensay6 para determinar la pureza de acuerdo con
9 C.F.R. 113.27 (c), 113.28 y 113.55. Cada baculovirus recombinante se sembroé en los matraces de centrifugacion
que tenian diversas multiplicidades de infeccién (MOI). El matraz 1 se sembré6 con 7,52 m de siembra 0,088 MOI; el
matraz 2 se sembré con 3,01 ml de siembra 0,36 MOI; el matraz 3 se sembré con 1,5 ml de siembra 0,18 MOI; y el
matraz 4 se sembré con 0,75 ml de siembra 0,09 MOI.

Después de sembrar con el baculovirus, los matraces se incubaron después a 27 + 2°C durante 7 dias y se agitaron
también a 100 rpm durante ese tiempo. Los matraces usaron tapas con ventilacion para permitir el flujo del aire. De
cada uno de los matraces se tomaron muestras cada 24 horas durante los siguientes 7 dias. Después de la
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extraccion, cada muestra se centrifugd y tanto el sedimento como el sobrenadante se separaron y después se
microfiltraron a través de una membrana con un tamafio de poro de 0,45-1,0 um.

Resultados y Conclusiones

Después, las muestras resultantes que poseian la cantidad de ORF2 presente en su interior, se cuantificaron
mediante un ensayo ELISA. El ensayo ELISA se realizé con el anticuerpo porcino de captura anti-PCV-2 Pab I1gG
Prot. G purificado (diluido 1:250 en PBS), se diluyé a 1:6000 en tampo6n carbonato 0,05 M (pH 9,6). Después, se
pusieron 100 pl del anticuerpo en los pocillos de la placa de microtitulacion, se cerraron herméticamente y se
incubaron durante una noche a 37°C. La placa se lavé después tres veces con una solucion de lavado que
comprendia 0,5 ml de Tween 20 (Sigma, St. Louis, MO), 100 ml de 10X D-PBS (Gibco Invitrogen, Carlsbad, CA) y
899,5 ml de agua destilada. Posteriormente, a cada uno de los pocillos se afiadieron 250 pl de una solucion de
bloqueo (5 g de leche en polvo no grasa Carnation (Nestle, Glendale, CA) en 10 ml de D-PBS Q.S. hasta 100 ml con
agua destilada). La etapa siguiente era lavar la placa de ensayo y luego afadir antigeno pre-diluido. El antigeno pre-
diluido se produjo afiadiendo 200 pl de soluciéon diluyente (0,5 ml de Tween 20 en 999,5 ml de D-PBS) a cada uno
de los pocillos en una placa de dilucidon. La muestra se diluyé luego a una relacion de 1:240 y a una relacion de
1:480, y 100 ul de cada una de estas muestra diluidas se afiadieron después a uno de los pocillos superiores en la
placa de dilucién (es decir, un pocillo superior recibid 100 pl de la dilucién de 1:240 y el otro recibié 100 pl de la
dilucion de 1:480). Después se hicieron diluciones en serie para el resto de la placa separando 100 ul de cada uno
de los pocillos sucesivos y transfiriéndolos al pocillo siguiente de la placa. Cada pocillo se mezcl6 antes de realizar la
siguiente transferencia. El lavado de la placa de ensayo incluia el lavado de la placa durante tres veces con el
tampodn de lavado. Después, la placa se cerré herméticamente y se incubé durante una hora a 37°C antes de lavar
tres veces mas con el tampdn de lavado. El anticuerpo de deteccion utilizado era anticuerpo monoclonal contra
ORF2 de PCV. Se diluyé a razén de 1:300 en solucion diluyente y después se afiadieron a los pocillos 100 pl del
anticuerpo de deteccion diluido. Después, la placa se cerré herméticamente y se incubé durante una hora a 37°C
antes de lavarla tres veces con el tampén de lavado. Luego se prepar6 diluyente conjugado afiadiendo suero normal
de conejo (Jackson Immunoresearch, West Grove, PA) a la solucién diluyente hasta una concentraciéon del 1%. El
anticuerpo anti-ratén de cabra conjugado (H+l)-HRP (Jackson Immunoresearch) se diluyd en el diluyente de
conjugado hasta 1:10.000. Después, a cada uno de los pocillos se afiadieron 100 ul del anticuerpo conjugado
diluido. Después, la placa se cerrd6 herméticamente y se incubé durante 45 minutos a 37°C antes de lavarla tres
veces con el tampdn de lavado. 100 ul de sustrato (Sustrato TMB Peroxidasa, Kirkgaard y Perry Laboratories (KPL),
Gaithersberg, MD), mezclados con un volumen igual de Sustrato Peroxidasa B (KPL) se afiadieron a cada uno de
los pocillos. La placa se incubé a temperatura ambiente durante 15 minutos. Después, 100 ul de soluciéon de HCI 1 N
se afiadieron a todos los pocillos para detener la reaccion. La placa se hizo pasar después a través de un lector
ELISA.

Los resultados de este ensayo se proporcionan en la Tabla 17 que figura a continuacion:

Tabla 17
Dia Matraz ORF2 en el sedimento (ug) ORF2 en el sobrenadante (ug)
3 1 47,53 12
3 2 57,46 22
3 3 53,44 14
3 4 58,64 12
4 1 43,01 44
4 2 65,61 62
4 3 70,56 32
4 4 64,97 24
5 1 31,74 100
5 2 34,93 142
5 3 47,84 90
5 4 55,14 86
6 1 14,7 158
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Dia Matraz ORF2 en el sedimento (ug) ORF2 en el sobrenadante (ug)
6 2 18,13 182
6 3 34,78 140
6 4 36,88 146
7 1 6,54 176
7 2 12,09 190
7 3 15,84 158
7 4 15,19 152

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

Ejemplo 3

La purificacion de ORF2 se consiguié mediante proceso de microfiltracion seguido por un esquema de cromatografia
en dos etapas. El material recogido obtenido en el Ejemplo 1 se filtré a través de una membrana de microfiltracion
que poseia un tamafo de poro de 1,2 ym. El microfiltrado se purificéd después por exclusiéon de tamafio (filtracion en
gel) usando una columna HiPrep 26/60 Sephacryl S300HR. Una muestra de partida de 20 ml del filtrado que
comprendia la ORF2 del PCV-2 se cargd sobre la columna HiPrep 26/60 Sephacryl S300HR a un caudal de 1,0
ml/min y después se eluyé con volimenes de 1,5 columnas de Tampoén A (Tris 20 mM, pH 6,5, DTT 5 mM). Se
recobraron fracciones de ocho mililitros durante la etapa de dilucién. Las fracciones n® 10 - 16 (10 a 16 mililitros del
eluato) de la cromatografia de exclusion por tamafio se agruparon y se utilizaron como la muestra de partida para la
cromatografia de intercambio anidnico (AIEX). Estas fracciones representan el volumen inicial del calibre de la
columna, que es donde eluye la ORF2 del PCV-2 debido al gran peso molecular de la proteina ORF2 del PCV-2.
Esta técnica separa eficazmente la ORF2 de la mayoria de las otros componentes de proteina de la muestra de
antigeno.

AIEX se realiz6 usando una columna de 5 ml HiTrap Q Sepharose HP. Aproximadamente 48 ml del volumen inicial
del conjunto de la fraccion del volumen inicial del experimento de exclusion por tamafio se cargaron en la columna
AIEX HiTrap Q Sepharose HP a un caudal de 3,0 ml/min. Después de una etapa de lavado con Tampén de carga A
(Tris 20 mM, pH 6,5, DTT 5 mM) para separar el material no unido, se eluyd la proteina con una sola etapa de
volumenes de 8 columnas de Tampédn B (Tris 20 mM, pH 6,5, DTT 5 mM, NaCl 1,0 M) y se recobraron fracciones de
5 ml. Las fracciones pico n° 8 y 9 se recobraron y se agruparon. El flujo a través del procesamiento AIEX se cargo de
nuevo sobre la columna Q Sepharose y se eluyé como se ha descrito anteriormente. Para el segundo proceso, las
fracciones n° 7, 8 y 9 se agruparon con las fracciones del primer proceso. Un tercer proceso del material a través de
flujo no dio como resultado ninguna fracciéon pico significativa en el eluato, de manera que no se guardaron
fracciones de este proceso.

El conjunto de la fraccidon de aproximadamente 25 ml se dializé durante una noche a 4°C frente a 2 litros de solucion
salina tamponado con fosfato, pH 7,4 (Gibco). Después de la dialisis, la ORF2 tenia una pureza >95% basandose en
el analisis SDS-PAGE.

Ejemplo 4

Se prepararon soluciones de 2-bromoetilamina bromhidrato (BEA), hidréxido de sodio (NaOH), y tiosulfato de sodio
(Na2S203). La solucion BEA se prepard pesando 1,63 g de BEA (Sigma, B65705, lote 05316EE) y disolviendo en
20 ml de agua purificada (dH20, agua destilada, en el presente documento: "agua"). La concentracion final de esta
solucion fue BEA 0,4 M. La solucién NaOH se preparé pesando 0,33 g de NaOH (JTBaker, 3722-01, lote E01470) y
disolviendo en 20 ml de agua. La concentracion final de esta solucion fue NaOH 0,41 M.

La solucién de tiosulfato de sodio (Na2S203) se prepard pesando 25 g de Na2S203 (Sigma S7026, lote 106K0178)
y disolviendo en 100 ml de agua. Una vez disuelto, la solucion se filtrd a través de un filtro en la parte superior del
frasco de 0,2 um para esterilizar. La concentracion final de esta solucién fue Na2S203 1,0 M.

Para preparar la etilenimina binaria (BEI), se mezclaron 20 ml de la solucién BEA 0,4 M con 20 ml de NaOH 0,41 M
y se determiné que el pH inicial era de ~12,5 — 14,0. La mezcla se incubd a 37°C durante una hora y de nuevo se
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control6 el pH. El pH después de la incubacién era ~7,0 — 7,5, y esto indicd una reaccion de ciclacion exitosa de BEA
en BEI. Se calculé que la concentracion de BEI era de ~0,2 M (20 ml de BEA 0,4 M ciclada con un exceso de base
(0,41 M) en un volumen de 40 ml).

Las reacciones de inactivacion fueron las siguientes (para inactivar 100 ml de material): Los materiales a inactivar se
mezclaron con 2,5 ml de BEI recién preparada. Las reacciones de inactivacion se incubaron durante 72 h a 37°C
agitando para mezclar de manera continuada las soluciones. Después de 72 h, las reacciones se neutralizaron
afadiendo 0,5 ml de tiosulfato de sodio 1,0 M. Después de dejar que el tiosulfato completase la mezcla en las
soluciones (~15 min de mezcla), los materiales inactivados y neutralizados se conservaron a 4°C antes de la
formulacién con adyuvante.

Ejemplo 5
Preparacion de las muestras de ensayo:

Para calcular la inmunogenicidad del antigeno ORF2 altamente purificado (grado de pureza de mas 90%) en
comparacion con el antigeno ORF2 no purificado o menos purificado, se prepararon lotes de muestras de diversos
ensayos de 5 ml:

Tabla 18: Muestras de ensayo

Muestra de ensayo Descripcion

nO

n° 1 Antigeno ORF2 altamente purificado, inactivado con BEI y mezclado con 1 mg/ml de
Carbopol

n° 2 Antigeno ORF2 altamente purificado mezclado con restos de células de insecto

inactivadas con BEI y mezclado con 1 mg/ml de Carbopol

n°3 Residuos de células de insecto (control simulado)

n°4 Antigeno ORF2 del PCV-2, no filtrado, no purificado, mezclado con 1 mg/ml de
Carbopol

n°5 Antigeno ORF2 del PCV-2 no filtrado, no purificado,inactivado con BEI y mezclado con

1 mg/ml de Carbopol

n°6 Antigeno ORF2 del PCV-2, no purificado, inactivado con BEIl y mezclado con 1 mg/ml
de Carbopol

La muestra de ensayo n° 1 se produjo de la siguiente manera: el antigeno ORF2 del PCV-2 se produjo como se
describe en el Ejemplo 1 y se purificé altamente como describe en el Ejemplo 3. El antigeno ORF2 del PCV-2
altamente purificado se inactivd con BEI como se describe en el Ejemplo 4. Después de la inactivacion con BEI, el
contenido del antigeno ORF2 del PCV-2 en el sobrenadante se ajustdé a una cantidad de aproximadamente 32 a
32,5 ug por ml de muestra de ensayo se mezclé con 1 mg de Carbopol 971P (BF Goodrich, Ohio, USA) por ml de
muestra de ensayo.

La muestra de ensayo n° 2 se produjo de la siguiente manera: el antigeno ORF2 del PCV-2 se produjo como se
describe en el Ejemplo 1 y se purificé altamente como describe en el Ejemplo 3. El antigeno ORF2 del PCV-2
altamente purificado se inactivd con BEI como se describe en el Ejemplo 4. Después de la inactivacion con BEI, el
antigeno ORF2 del PCV-2 se mezcld con residuos de células de insecto y Carbopol. La muestra de ensayo final
incluy6 aproximadamente 2,06 x 10° células de insecto, aproximadamente de 32 a 32,5 yg y 1 mg de Carbopol 971P
por ml de muestra de ensayo.

La muestra de ensayo n® 3 se preparé mezclando aproximadamente 2,06 x 10° células de insecto con 1 mg de
Carbopol 971P por ml de muestra de ensayo. Antes de mezclar, las células de insecto se inactivaron con BEI como
se describe en el Ejemplo 3.

La muestra de ensayo n° 4 se produjo de la siguiente manera: el antigeno ORF2 del PCV-2 se produjo como se
describe en el Ejemplo 1. El contenido del antigeno ORF2 del PCV-2 en el sobrenadante se ajusté a una cantidad de
aproximadamente 32 a 32,5 ug por ml de muestra de ensayo y se mezclé con 1 mg de Carbopol 971P por ml de
muestra de ensayo.

La muestra de ensayo n° 5 se produjo de la siguiente manera: el antigeno ORF2 del PCV-2 se produjo como se
describe en el Ejemplo 1. Después el sobrenadante se uso para la inactivacion con BEI como se describe en el
Ejemplo 3. Después de la inactivacion con BEI, el antigeno ORF2 del PCV-2 se mezcld con residuos de células de
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insecto y Carbopol. La muestra de ensayo final incluyé aproximadamente 2,06 x 10° células de insecto,
aproximadamente de 32 a 32,5 ug y 1 mg de Carbopol 971P por ml de muestra de ensayo.

La muestra de ensayo n° 6 se produjo de la siguiente manera: el antigeno ORF2 del PCV-2 se produjo como se
describe en el Ejemplo 1. El sobrenadante del Ejemplo 1 se filtr6 después a través de un filtro a escala de laboratorio
de 1,2 ym. Previamente se determiné que este tamafio de filtro era suficiente para filtrar células de insecto intactas y
destruidas mientras que se permitia que el antigeno ORF2 del PCV-2 pasara a través del filtro. Después de esto, el
filtrado se inactivd con BEI como se describe en el Ejemplo 3. Después de la inactivacion con BEI, el contenido del
antigeno ORF2 del PCV-2 en el sobrenadante se ajust6 a una cantidad de aproximadamente 32 a 32,5 ug por ml de
la muestra de ensayo y se mezclé con 1 mg de Carbopol 971P.

Ensayo de la inmunogenicidad de cada una de las muestras de ensayo
Fase clinica:

Los laboratorios Jackson (Estados Unidos) proporcionaron ciento cincuenta ratones hembra Balb/C y se aclimataron
durante siete dias. Un ratén de cada jaula se selecciond al azar para la extraccion de sangre el dia 0 para un total de
veintiséis muestras. A un total de 10 ratones se les inoculd por via subcutanea Tampén Fosfato de Dulbecco de 0,1
-0,2ml

A un total de veinte ratones se les inocul6 por via subcutanea de 0,1 — 0,2 ml de cada muestra de ensayo (muestras
de ensayo n° 1 a n° 6). Cada jaula contenia cinco ratones y todos los ratones de cada jaula estaban en el mismo
grupo de tratamiento. El dia veintiuno, todos los ratones se les extrajo definitivamente la sangre. Cada muestra de
sangre se dejo coagular y el suero se recogio por centrifugacion. Todas las muestras se mantuvieron en tubos
separados y se conservaron a -80C + 10°C hasta el ensayo. Se dispuso a los ratones para la incineracion.

Ensayo de muestras:

La inmunogenicidad de cada muestra de ensayo se calculd midiendo la respuesta de anticuerpos especifica de
PCV-2 de cada muestra de ensayo usando un ELISA interno especifico de PCV-2 . El valor de inmunogenicidad de
cada muestra de ensayo se proporciona como un valor de inmunogenicidad relativa (IR) en la tabla 2. Este valor de
Inmunogenicidad Relativa es una medida para la titulacién de anticuerpo especifica de ORF2 obtenida en un animal
inmunizado por cantidad normalizada de antigeno ORF2 usada para la inmunizacion.

En lugar de usar el ELISA interno, la cantidad de anticuerpos especificos de PCV-2 también puede medirse usando
el ensayo ELISA descrito por Nawagitgul, P., et al. en Modified indirect porcine circovirus (PCV) type 2-based and
recombinant capsid protein (ORF2)-based ELISA for the detection of antibodies to PCV Clin. Diagn. Lab. Immunol. 9:
33-40 (2002)). EIl valor medido en dicho ensayo también puede usarse para calcular el valor de inmunogenicidad
relativa (véase a continuacion).

Una alicuota de suero de cada ratén se agrupé con compafieros de jaula para un total de 26 muestras el dia 21. Una
alicuota de cada muestra de suero del dia 0 se agruparon en una muestra. La referencia se diluyé dos veces
comenzando a 1:2 y se afiadié por triplicado a cada pocillo correspondiente. Los controles positivos y negativos se
afiadieron por triplicado. Cada muestra se diluy6é en serie dos veces y se afiadié a la placa de inicio a 1:200 por
triplicado. La absorbancia final a 450 nm se ley6é usando un lector de Placa SoftMax™ calibrada mensualmente y
todos los valores de DO sin procesar se capturaron electronicamente y se analizaron con Statlia (Brendan Scientific)
para calcular los valores de Inmunogenicidad Relativa (IR).

Resultados:

El valor de IR calculado para la cantidad de anticuerpos producidos después de la inmunizacién demostré que la
formulacién de ORF2 del PCV-2 purificada suscitd la mayor respuesta serolégica (anticuerpo) contra el antigeno
ORF2 del PCV-2 altamente purificado. La formulacion de la ORF2 del PCV-2 purificada junto con los residuos de
células de insecto dio como resultado una disminucion en la inmunogenicidad relativa (es decir inmunogenicidad) de
ORF2 en comparacién con la ORF2 del PCV-2 altamente purificada en solitario. Las células de insecto en solitario
no generaron ninguna respuesta de anticuerpo contra el antigeno ORF2 del PCV-2 de ninguna manera. Las
muestras de ensayo 4 a 6, que tampoco contenian el antigeno ORF2 del PCV-2 altamente purificado también
mostraron una inmunogenicidad relativa disminuida en comparacién con la ORF2 del PCV-2 purificada en solitario.

Realizaciones

Las siguientes clausulas también estan descritas aqui:

1.Un método para producir una composicion antigénica de PCV-2 que comprende las etapas de:
i) obtener un primer liquido que contiene en su interior el antigeno de PCV-2; y

ii) separar al menos una parte de dicho primer liquido de dicho antigeno de PCV-2.
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2. Un método de acuerdo con la clausula 1, en donde la parte de dicho primer liquido se separa del antigeno de
PCV-2 por un intercambio de la parte del primer liquido por un segundo liquido, en donde dicho segundo liquido es
diferente de dicho primer liquido.

3.El método de acuerdo con la clausula 2, en donde el intercambio de la parte de dicho primer liquido por dicho
segundo liquido comprende las etapas de:

a) adicion de liquido, que comprende afadir dicho segundo liquido al primer liquido que contiene el antigeno de
PCV-2;y

b) concentracion del antigeno de PCV-2 por separacion de una parte de dichos primer y segundo liquidos.

4.El método de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 1 a 3, en donde la parte de dicho primer liquido se
separa del antigeno de PCV-2 por una etapa de filtracion utilizando un filtro.

5.El método de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 3 a 5, en donde dicha etapa de concentracion y dicha
etapa de adicién de liquido se realizan sustancialmente de manera simultanea.

6.El método de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 3 a 6, en donde dicha etapa de concentracion y dicha
etapa de adicién de liquido se realiza al menos dos veces.

7.El método de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 4 a 6, en donde dicho filtro incluye una membrana
semipermeable.

8.El método de acuerdo con la clausula 7, en donde dicha membrana semipermeable posee un tamafio de poro
promedio que es menor que el antigeno de PCV-2 para impedir asi el paso de al menos 90% de dicho antigeno de
PCV-2 a través de los poros de dicha membrana semipermeable y retienen el antigeno de PCV-2 dentro el filtro.

9.El método de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 4 a 8, en donde edicho filtro tiene un tamafio de poro
promedio que impide el paso de al menos 90% de proteinas de 50 kDa a 500 kDa de tamaiio.

10. El método de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 3 a 9, en donde dicha etapa de concentracion
concentra el antigeno de 3X a 50X en comparacion con el volumen de dicho primer liquido.

11. El método de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 1 a 10, en donde la actividad viricida de la
composicion antigénica de PCV-2 se reduce al menos 10% en comparacion con dicho liquido que no se ha sometido
a dicho método.

12. El método de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 1 a 11, en donde la composicién antigénica de PCV-2
producida por las etapas i) a ii) produce una pérdida de menos de 1 log TCIDsg por ml de un virus vivo o de menos
de 1 log UFC por ml de bacteria viva, cuando el virus vivo o la bacteria viva se mezclan con la composicion
antigénica de PCV-2 durante 2 horas o mas.

13. El método de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 1 a 12, en donde la composicién antigénica de PCV-2
producida por las etapas i) a ii) produce una pérdida de TCID50 de menos de 0,7 log por ml de un virus vivo o de
UFC de menos de 0,7 log por ml de una bacteria viva, cuando el virus vivo o la bacteria viva se mezclan con la
composicion antigénica de PCV-2 durante 2 horas o mas.

14. El método de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 1 a 13, en donde el método comprende
adicionalmente la etapa de recoger el antigeno de PCV-2 restante después de la etapa ii).

15. El método de acuerdo con la clausula 14, en donde el método comprende adicionalmente la etapa de purificar el
material recogido de la etapa ii) que comprende el antigeno de PCV-2, por procedimientos cromatograficos.

16. El método de acuerdo con la clausula 15, en donde el antigeno de PCV-2 se purifica a un grado de pureza del
antigeno de PCV-2 de mas de 50% (p/p) con respecto a la cantidad total de proteina.

17. El método de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 1 a 16, que comprende adicionalmente la etapa de
mezclar el antigeno de PCV-2 restante después de la etapa ii) con un componente adicional seleccionado del grupo
que consiste en vehiculos, adyuvantes, diluyentes, excipientes y combinaciones de los mismos farmacéuticamente
aceptables.

18. El método de acuerdo con la clausula 17, en donde el componente adicional es un adyuvante.
19. El método de acuerdo con la clausula 18, en donde el adyuvante es Carbomer.

20. El método de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 1 a 19, en donde el antigeno de PCV-2 comprende la
proteina ORF-2 del PCV-2.

21. El método de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 1 a 20, en donde el antigeno de PCV-2 comprende
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particulas similares a virus de la proteina ORF-2 del PCV.

22. El método de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 1 a 21, en donde dicho método comprende
adicionalmente la etapa de combinar la composicion antigénica de PCV-2 con al menos un antigeno adicional.

23. El método de acuerdo con la clausula 22, en donde dicho al menos un antigeno adicional incluye el antigeno del
Virus Reproductivo y Respiratorio Porcino y/o el antigeno Mycoplasma hyopneumoniae.

24. Una composicion inmunogénica PCV-2 que puede obtenerse mediante un método de acuerdo con una
cualquiera de las clausulas 1 a 23.

25. Una composicion antigénica de PCV-2, en donde dicha composicion antigénica de PCV-2 produce una pérdida
de menos de 1 log TCIDsp por ml de un virus vivo o de menos de 1 log UFC por ml de una bacteria viva, en donde el
virus vivo o la bacteria viva se mezclan con la composicion antigénica de PCV-2 durante al menos 2 horas.

26. La composicion antigénica de PCV-2 de acuerdo con la clausula 25, en donde dicha composicion antigénica de
PCV-2 produce una pérdida de menos de 0,7 log TCIDso por ml de un virus vivo o de menos de 0,7 log UFC por ml
de una bacteria viva, en donde el virus o la bacteria viva se mezclan con la composicién antigénica de PCV-2
durante al menos 2 horas.

27. La composicion antigénica de PCV-2 de acuerdo con la clausula 25 o 26, en donde dicho virus vivo es el Virus
del Sindrome Reproductivo y Respiratorio Porcino (PRRS).

28. Una composicion inmunogénica que comprende una composicion antigénica de PCV-2 que puede obtenerse
mediante un método de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 1 a 23.

29. Una composicion inmunogénica que comprende la composicion antigénica de PCV-2 de acuerdo con una
cualquiera de las clausulas 24 a 26.

30. La composicidon inmunogénica de acuerdo con la clausula 29, en donde dicha composicion inmunogénica
comprende adicionalmente un virus vivo atenuado o una bacteria viva atenuada de al menos otro organismo
causante de enfermedades porcinas.

31. La composicion inmunogénica de acuerdo con la clausula 30, en donde dicho virus vivo atenuado es el Virus del
Sindrome Reproductivo y Respiratorio Porcino (PRRS).

32. La composicién inmunogénica de acuerdo con cualquiera de las clausulas 29 a 31, en donde dicha composicion
inmunogénica comprende adicionalmente una bacterina de Mycoplasma hyopneumoniae.

33. La composicién inmunogénica de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 29 a 32, en donde dicha
composicion inmunogénica comprende adicionalmente un adyuvante.

34. La composicion inmunogénica de acuerdo con la clausula 33, en donde dicho adyuvante es Carbomer.
35. Una composicion inmunogénica que comprende un antigeno de PCV-2 purificado y un adyuvante.

36. La composicion inmunogénica de acuerdo con la clausula 35, en donde el grado de pureza del antigeno de PCV-
2 es mayor de 50% (p/p) con respecto a a la cantidad total de proteina incluida en la composicién inmunogénica.

37. La composicion inmunogénica de acuerdo con la clausula 35 o 36, en donde el antigeno de PCV-2 es una
proteina ORF2 de circovirus porcino recombinante expresada en células de animales o bacterias.

38. La composicién inmunogénica de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 35 a 37, en donde la proteina
ORF2 de circovirus porcino puede obtenerse mediante un proceso que comprende las etapas de

a. expresar el antigeno de PCV-2 en una célula hospedadora;
b. recoger el cultivo celular obteniendo el antigeno de PCV-2;
c. purificar lo recogido que comprende el antigeno de PCV-2 por filtracion en gel;
d. mezclar el antigeno de PCV-2 purificado con un adyuvante.

39. La composicion inmunogénica de acuerdo con las clausulas 28 a 38, en donde dicha composicién inmunogénica
incluye una respuesta inmunoprotectora contra PCV-2 después de la administracion de una dosis de dicha
composicion inmunogénica.

40. La composicion inmunogénica de acuerdo con las clausulas 28 a 38, en donde la administracion de dicha
composicion inmunogénica reduce el empobrecimiento linfoide y la inflamacion al menos un 80% en un mamifero en
comparacion con un animal que no recibe dicha composicion inmunogénica.
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41. La composicion inmunogénica de acuerdo con las clausulas 31 a 38, en donde dicha composiciéon inmunogénica
induce una respuesta inmunoprotectora contra el virus del PRRS después de la administracion de una dosis de
dicha composicién inmunogénica.

42. La composicion inmunogénica de acuerdo con las clausulas 32 a 38, en donde dicha composiciéon inmunogénica
induce una respuesta inmunoprotectora contra Mycoplasma hyopneumoniae después de la administracion de una
dosis de dicha composiciéon inmunogénica.

43. La composicién inmunogénica de acuerdo con las clausulas 28 a 38, en donde 2 ml de dicha composicion
inmunogénica representan 1 dosis de dicho antigeno de PCV-2.

44, Un método para reducir uno o mas sintomas clinicos de una infeccién por PCV-2 en un animal en comparacion
con un animal que no recibe dicha composiciéon inmunogénica, que comprende la etapa de administrar a un animal
dicha composicién inmunogénica de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 28 a 38.

45. La composicion inmunogénica de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 28 a 38 para reducir uno o mas
sintomas clinicos de una infeccién por PCV-2 en un animal en comparacién con un animal que no recibe dicha
composicion inmunogénica.

46. Un método para mejorar la inmunogenicidad de una composicidon inmunogénica contra circovirus porcino que
comprende las etapas de

a. expresar un antigeno de PCV-2 en una célula hospedadora;
b. recoger el antigeno de PCV-2;

c. purificar el antigeno de PCV-2 a un grado de pureza de mas de 50% (p/p) con respecto a la cantidad total
de proteina incluida en la composicion inmunogénica;

d. mezclar el antigeno de PCV-2 purificado con un adyuvante.
Listado de secuencias

<110> BOEHRINGER INGELHEIM VETMEDICA INC

<120> METODOS PARA REDUCIR LA ACTIVIDAD VIRICIDA EN COMPOSICIONES PCV-2 Y COMPOSICIONES
PCV-2 CON UNA INMUNOGENICIDAD MEJORADA

<130> P10-0121

<160> 11

<170> PatentIn version 3.3
<210>1

<211>8

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Esta es una secuencia de Kozak modificada.

<400> 1
ccgccatg 8
<210> 2
<211>6
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Esta es una secuencia de EcoRI modificada.

<400> 2

gaattc 6
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<210> 3
<211>713
<212> DNA

<213> Circuvirus porcino

<400> 3

cagctatgac
ttggecagat
gaaggaaaaa
aggaaaaatg
ttgttceeece
gaaaggttaa
gctecactge
acccatatgt
gttacttecac
aaaggaatca
gcactgegtt
tacaattcag

<210> 4
<211>713
<212> DNA

gtatccaagg
ccteegeege
tggeatcette
gcatcttcaa
gggaggggay
ggttgaattc
tgttattcta
aaactactec
acccaaacct
gctttggectg
cgaaaacagt
agaatttaat

<213> Circuvirus porcino

<400> 4

cecgecatgac
ttggccagat
gaaggaaaaa
ctaccacagt
ttgtteecece
gaaaggttaa
getecactge
acccatatgt
gttacttcac
aaaggaatca
gaactgegtt
tacaattcag

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

gtatccaagg
cctecgecge
tggeatctte
cacaacgecce
g9g9a2g99ggyg
ggttgaatte
tgttatteta
aaactactce
acccaaacct
getttggetg
cgaaaacagt
agaatttaat

<213> Circuvirus porcino

<400> 5

aggegttace
cgeecctgge
aacagceegee
cacecgecte
accaacaaaa
tggeectget
gatgataact
tceegecata
gttcttgact
aggctacaaa
aaatacgace
cttaaagace

aggegttace
cgececectgge
aacaccegec
teectgggegg
accaacaaaa
tggeccotget
gatgataact
tceegeccata
gttcttgact
aggctacaaa
aaatacgaca
cttaaagace
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gcagaagaag
tegtecacee
totecegeae
tcecegecacet
tctetatace
ceccecateac
ttgtaacaaa
caatccceca
ccactattga
cctctagaaa
aggactacaa
ceccacttaa

gcagaagaag
tegtceccacece
tectecegeac
tggacatgat
tetetatace
cocccateac
ttgtaacaaa
caatcccceca
ccactattga
cctectagaaa
aggactacaa
cccecacttga

acaccgecce
cegecacege
ctteggatat
tecggatatac
ctttgaatac
cecagggtgat
ggccacagec
acccettetec
ttacttcecaa
tgtggaccac
tatececgtgta
acectaaatg

acaccgeocec
cogocacage
ctteggatat
gagatttaat
ctttgaatac
ccagggtgat
ggecacagee
acccttctec
ttacttecaa
tgtggaccac
tatecegtgta
accctaagaa

52

cgeagecate
taccgttgga
actgtggaga
tgtgacgact
tacagaataa
aggggagtgg
ctaacctatg
taccactcecece
ccaaataaca
gtaggccteg
accatgtatg
aat

cgecagccate
taccgttgga
actgtcaagg
attgacgact
tacagaataa
aggggagtgg
ctaacctatg
taccactcee
ccaaataaca
gtaggcecteg
accatgtaty
tte

&0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

713

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

713



ES 2657812713

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

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

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

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

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

Prc Pro Gly Gly Gly Thr Asn Lys Ile Ser Ile Pro
85 90 95

Arg Tle Arg Lys Val Lys Val Glu Phe Trp Pro Cys
100 105 110

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

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

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

Phe Thr Pre Lys Pre Val Leu Asp Ser Thr Ile Asp
165 170 175

Asn Asn Lys Arg Asn Gln Leu Trp Leu Arg Leu Gln
180 185 130

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

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

Asn Leu Lys Asp Pro Pro Leu Lys Pro
225 230

<210>6
<211> 233

<212> PRT
<213> Circuvirus porcino

<400> 6

53

Hisg

Leu

Phe

Thr

Asp

Phe

Ser

Leu

Tyr

His

Tyr

Thr

Ser

Phe

Arg

val

Asn

Val

Asp

Glu

Pro

Asp

val

Ser

Phe

Ser

Lys

Arg

Pro

His

Thr

Thr

Phe

Tyr

Ile

Asp

Asn

Arg

Gln

Arg

Tyr

Glu

Arg

Pro

Arg

Thr

val

Tyr

Thr

Asn

Tyr

Tyr

Pro

AsSn

Asp

Phe
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15

Met Thr Tyr Pro Arg
1 5

Ser His Leu Gly Gln
20

Arg His Arg Tyr Arg
35

Leu Ser Arg Thr Phe
50 55

Pro Ser Trp Ala Val
65 70

Prco Pro Gly Gly Gly
85

Arg Tle Arg Lys Val
100

Gln Gly Asp Arg Gly
115

Phe val Thr Lys Ala

Arg Arg
10

Ile Leu
25

Trp Arg
40

Gly Tyr

Asp Met

Thr Asn

90

Lys Val
105

Val Gly
120

Thr Ala

ES 2657812713

Tyr Arg Arg Arg Arg
15

Arg Arg Arg Pro Trp
30

Arg Lys Asn Gly Ile
45

Thr Val Lys Ala Thr
60

Met Arg Phe Asn Ile
75 80

Lys Ile Ser Ile Pro
95

Glu Phe Trp Pro Cys
119

Ser Thr Ala Val Ile
125

Leu Thr Tyr Asp Pro

Hisg

Leu

Phe

Thr

Asp

Phe

Ser

Leu

Tyr

Arg

val

Asn

Val

Asp

Glu

Pro

Asp

val

Pro

His

Thr

Thr

Phe

Tyr

Ile

Asp

Asn

Arg

Pro

Arg

Thr

val

Tyr

Thr

Asn

Tyr

130

Ser Ser Arg His Thr Ile Pro

145

Phe Thr Pre Lys Pre Val Leu Asp Ser Thr Ile Asp
Asn Asn Lys Arg Asn Gln Leu Trp Leu Arg Leu Gln
180

Val Asp His Val Gly Leu Gly Thr Ala Phe Glu Asn
200

195

Gln Asp Tyr Asn Ile Arg Val Thr Met Tyr Val Gln

210

135

150

165

215

140

Gln Pro Phe Ser Tyr His

155

170

185

160

Tyr

175

150

205

220

Asn Leu Lys Asp Pro Pro Leu Glu Pro

225

<210>7
<211> 756
<212> DNA

230

<213> Artificial

<220>

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

pGEM T-easy .

<400> 7

geggecgegg
caccgooeoa

cgecaceget
tteggatata
agatttaata
tttgaatact
cagggtgata
gccacagecce
cocttetect
tacttecaac
gtggaccacg
atccgtgtaa
coctaagaat

gaattecgate
gcagccatcet

accgttggag
ctgtcaagge
ttgacgactt
acagaataag
ggggagtggg
taacctatga
accactcceg
caaataacgaa
taggectegg
ccatgtatgt
tetatcacta

cgececatgacg
tggeccagatce

aaggaaaaat
taccacagte
tgttececceeyg
aaaggttaag
cteecactget
cccatatgta
ttacttcaca
aaggaatcag
cactgegtte
acaattcaga
gtgaattege

tatccaagga
cteegeegece

ggcatecttca
acaacgecect
ggagggggga
gttgaattct
gttattetag
aactactcct
ccocaaacctg
ctttggetga
gaaaacagta
gaatttaate
ggcege

Thr

Ser

Phe

ggegttaceg
gccactgget

acacccgect
cctgggeggt
ccaacaaaat
ggccctgetce
atgataactt
ccegecatac
ttecttgacte
ggctacaaac
aatacgaceca
ttazagacece

54

Ser

Phe

Ser

Lys

Arg

Arg Tyr

G1ln Pro

Arg Asn

Tyr Asp

Glu Phe

cagaagaaga
cgtcecaccece

ctecegeace
ggacatgatg
ctctatacece
ccccatcacc
tgtaacaaag
aatceccccaa
cactattgat
ctetagaaat
ggactacaat
cecacttgaa
756

60
120

180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
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<210> 8
<211> 10387
<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Esto es el circuvirus porciono tipo 2, construccion ORF-2, que incluye secuencias codificantes de baculovirus

y pGEM T-easy.

<400> 8

aagctttact
gaaagcacgt
ataaaagatt
gtgactageg
ggagcaataa
gegggectgt
gttcaagaat
ggcgtgcact
cacaccecetgg
aaaattgaaa
tttaacaaat
tgettegett
gattaggcecg
ggttttcecac
cgcacaacac
ccaccacttt
tcttttgeat
tgacctgcaa
actcttgttt
tgtgcteggt
gtttgatecgc
gocattettyg
cggatttagt
cgetgttaga
tgtctacatg
cettggecac
cttectecaaa
tttgcaacaa
tatgggggaa
ggcgcaageg
tacagttttg
atgacgecta
cttecteegt
cgacgcacaa
ggcaatattg
cgttgggeat
tagtgcgatt
ategagtceaa
gegegtattt
aataatatat
acgactatga
atctgtgeac

cgtaaagega
gtaaaatgtt
ctaatctgat
aagaagatgt
tegatttaac
tatacaaaaa
ttattgacac
gcacacacqgg
gtattgegec
gacaaaatta
actttatcct
gcteegttta
gatattctecc
gtacgtcttt
cggatgtttg
ggcaactaaa
ggtttcectgg
atctttggec
tttaacaagt
gaatgtcgea
gggatcgtac
taattctatg
aatgageact
ggtagggece
aacacgtata
gaacoggacc
tttaaattet
ctattgtttt
catgegeege
gctaaaacgt
atttgecatat
caactccoceg
gtggccgaac
gtatctgtac
gcaaattega
gtacgtcega
aaaacgttgt
gtgatcaaag
taacaaacta
tatgtatcge
tagagatcaa
gegtteegge

gttgaaggat
tecegaegegt
atgttttaaa
gtggaccgea
caacacgtct
aattcaagta
ggtaaaagaa
tattaatege
gcaggaagec
cgttcaagat
attttcaaat
gcttgtagee
accacaatgt
tggeccggtaa
cgecttgtecg
teggtgacet
aageccggtgt
tcgatctget
tcoccteggttt
atcagcttag
ttgecggtge
gogtaaggea
gtatgegget
ceattttgga
getttatcac
tgttggtege
ceaattttaa
ttaacgcaaa
tacaacacte
gttgegegtt
taacggegat
coegegttga
acgtcgageg
accgaatgat
aaatatatac
acgttgattt
acatcctege
tgtggaataa
gecatettgt
acgtcaagaa
ataaagegeg
acgagctttg

ES 2657812713

catatttagt
tggeacaact
acacctttge
gaacagatag
aaatattatg
cetggecaga
tttacagaaa
accggttaca
atagatagat
ttattaattt
tgttgcgett
gatcagtggc
tggcaacgtt
tagccgtaaa
cggggtattyg
gcecgegtettt
acatgcggtt
tgtecttgat
tttgcgecac
tcaccaactg
agagcacttg
atttggactt
geaaatacag
tggtectgete
aaactgtata
getetageac
cgegagecat
ctaaacttat
gtegttatga
caacgeggea
tttttaaatt
ctegetgeac
ggtggtcgat
cgtegggega
agttgggttg
gcatgcaage
ttttaatecat
tgttttettt
aagttagttt
ttaacaatge
aattaaatag
attgtaataa

tgegtttatg
atttacaatg
ggcccgagtt
taaaacaaaa
atggtgtgea
ctttgeagece
agtgtcccgg
tggtgtgecag
tcgaaaaagce
aattaatatt
cttecagega
gttgttccaa
gatgttacgt
cgtagtgceg
aaccgegega
tttotgeatt
tagatcagtc
ggcaacgatg
caccgcttge
tttgetetec
aggaattact
cataatcage
cgggtegece
aaataacgat
ttttaaactg
gtacegeagg
tttgatacac
tgtggtaage
acgeagacgy
aacatcgcaa
atcttattta
ctecgagcagt
gacecagcggce
aggecacgteg
tttgegecata
cgaaattaaa
geegtegatt
gtatteccega
catttaatgc
geecagttgte
cttgegacge
gtttttacga

55

agataagatt
cggccaagtt
gtttgegtac
ccectagtatt
ttttttgegg
tgaaagecata
catgttggtg
atatttaatg
cagaggtcac
atttgeatte
accaaaacta
tegacggtag
ttatgctttt
tegcgegtca
tecegacaaat
atttegtett
atgacgcgeg
cgttcaataa
agcgegtttg
tecctecegtt
tcttctaaaa
tgaatcacge
ctttteacga
ttgtatttat
ttagegacgt
ttgaacgtat
gtgtgtcgat
aataattaaa
cgecggtete
aageccaatag
ataaatagtt
tegttgacge
gtgcegcacg
gocctccaagt
tetategtgg
teattgegat
aaatcgegea
gtcaagegea
aactttatec
gecatctcaac
aacgtgcacg
agegatgaca

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520



tgacccecgt
atgtcggtga
tggtgcgaga
agagegtcat
aaattgacce
ggactgegat
aattttaaaa
aatgtegteg
aacgatttga
aactgttaca
getetgacge
atcaaatcce
ctetgteagt
aaacaattat
catttgtagt
aatcatttte
tagacgectt
aattaacata
tgtcataaat
tgtaatttac
aatttatata
acgeagette
ccaaaatgtt
ctgecgagecag
atcacaaact
gataaccatce
aaacctataa
cageggecge
gacaccgccee
cccgecaceg
cctteggata
tgagatttaa
cctttgaata
ceccagggtga
aggecacage
aacccttete
attactteca
atgtggacca
atatccgtgt
aaccctaaga
ggtacceggg
atcecgtaatg
tacagggaaa
gtgatggatg
ttecectggecce
ategtegage
ggcggegget
atcgategtyg
gctgaagagg
ccagacgcac
atttattaag
aataattcecat
teagegtett
cgattagttt
tegeteaacyg
gtttgtgttt
tttecttteat
tggacatatt
cectegtegt
attgtgtcgg
gattgcggge
acgttagaaa
ggcggtggtg
ggaggcggag
ttaggcaaca

agtgacaacg
egttaaaact
ageegegaag
gtttagacaa
taactecata
tgtacatget
aacgoagoaa
acatgetgaa
aagaaaacaa
ttgcaaacgt
atttctacaa
zagatgtgta
ttgetggeaa
aaatgctaaa
attatetata
aaatgattca
gtegtettet
gttattatcg
atatatgtct
aacagtgeta
atcaatgaat
ttetagttca
gtacgaaccg
ttgtttgttg
ggaaatgtct
tegeaaataa
atatteccgga
gggaattega
cegeagecat
ctaccgttgg
tactgtcaag
tattgacgac
ctacagaata
taggggagtg
cctaacctat
ctaccactce
accaaataac
agtaggccte
aaccatgtat
attetateac
atectttect
ttaaaccega
cttggacecy
tttteecttgt
aacacgctct
ctteatgggt
goccaataat
tecatctggga
aggaaattct
ctetgttecac
cgctagatte
taaatttata
tatatectgaa
cazacaaggg
ccacaaaact
tgttttgtaa
cactgtegtt
taacateggyg
tagaagttge
ctaacacgte
gtttttggge
gegatggtge
gagetgatga
geggagatygg
cagtceggeac

atcacgeocca
attaagegat
tatggegaat
gaaagdtaca
cacggtatte
gttaacgget
gagaaacatt
caacaagatt
tgtaccgege
ggtttegtgt
ccacgactee
taaaccacca
ctgcaagggt
tttgtttttt
attgaaaacqg
cagttaattt
tottegtatt
tatccatata
tttttaatgg
ttttetggta
ttgggategt
attacaccat
ttaaacaaaa
ttaaaaataa
atcaatatat
ataagtattt
ttattcatac
teecgecatga
cttggeccaga
agaaggaaaa
gctaccacag
tttgttocen
agaaaggtta
ggctecactg
gacccatatg
cgttactteca
aaaaggaatce
ggcactgegt
gtacaattca
tagtgaatte
gggacccegge
cacgatgaag
cttcatggaa
tgtcaacatg
gegttgegac
gggeageaac
gaaccttcac
gaacttctac
ccttgaagtt
tggtccggeg
tgtgegttgt
atctttaggg
tttazaatatt
ttgtttttee
tgeocaaatet
taaaggtteg
agtgtacaat
cgtgttaget
ttececgaagac
cgcgatcaaa
gggtttcaat
aggeggtggt
taaatctace
tggeggtgat
ctcaactatt
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aaagaactge
ecaatogace
geatcgtata
tatttaattyg
tacaatggeg
cogeccacta
tgtatgaaag
aatatgecte
ggeggtatgt
gocaagtgtg
aagtgtgtgg
aactgccaaa
ctcaatecta
attaacgata
egtagttata
gegacaatat
ccttetottt
tgtatctate
ggtgtatagt
gttettegga
cggttttgta
tttttageag
acagttcace
cagccattgt
agttgctgat
tactgtttte
cgtcoccacca
egtatccaag
tectecgecyg
atggcatctt
tcacaacgec
cggygagyggyy
aggttgaatt
ctgttattct
taaactacte
cacocaaace
agetttgget
tcgaaaacag
gagaatttaa
geggecgeeg
aagaaccaaa
cttgtegttg
gacagcttoe
egteoecacta
ccegactatg
aacgagtace
tetgagtaca
aageccatcg
teccetggtgt
tattaaaaca
tgatttacay
tggtatgtta
aaatccteaa
gaaccgatgg
tgtagcagca
acgtegttca
tgactcgacy
ttattaggece
gattttogcca
tttgtagttg
ctaactgtge
aacatttcag
atcggtggag
gcagacggceg
gtactggttt

cgactacaaa
gttagtegaa
acgtgtggag
atecegatga
gggttttggt
ttaatgaaat
aatgegtaga
cgtgtataaa
acaggaagag
aaaaccgatg
gtgaagtcat
aaatgaaaac
tttgtaatta
caaaccaaac
ategetgagg
aattttattt
ttecattttte
gtatagagta
acegetgege
gtgtgttget
caatatgttg
caccggatta
teoecttttet
aatgagacge
atcatggaga
gtaacagttt
tegggegegg
gaggegttac
cegeecetgg
caacacccge
ctectgggeg
gaccaacaaa
ctggecetge
agatgataac
cteocegeeat
tgttettgac
gaggctacaa
taaatacgac
tettaaagac
geegetecag
aactcactet
gatggaaagg
ccattgttaa
gacccaaceg
tacctecatga
geateagect
ccaactegtt
tttacategg
tcaaagtaaa
cgatacattg
acaattgttg
gagcgaaaat
tagatttgta
ctggactatc
atctagettt
aaatattatg
taaacacgtt
gqattategte
tagccacacg
agetttttgg
ccgattttaa
acggcaaatc
gegeaggegg
gtttaggete
cgggegeegt

56

attaccgagt
Lcaggaccge
tocogoteatt
ttttattgat
caaaatttec
taaaaattce
aggaaagaaa
aaaaatattg
gtttatacta
tttaatcaag
gecatctttta
tgtcgacaag
ttgaataata
gcaacaagaa
taatatttaa
tcacataaac
tecteataaa
aattttttgt
atagttttte
ttaattatta
ccggeatagt
acataacttt
atactattgt
acaaactaat
taattaaaat
tgtaataaaa
atcagatctg
cgcagaagaa
ctegtecace
ctcteocegea
gtggacatga
atctetatac
tcecccatca
tttgtaacaa
acaatcccce
teccactattyg
acctotagaa
caggactaca
ceeccacttyg
aattctagaa
cttecaaggaa
aaaagagtte
cgaccaagaa
ttgttacaaa
cgtgattagg
ggctaagaag
cgaacagtte
tacegactet
ggagtttgca
ttattagtac
tacgtatttt
caaatgattt
aaataggttt
taatggattt
gtegatatte
cgettttgta
aaataaagct
gtegteacaa
acgectatta
aattatttet
ttcagacaac
tactaatgge
ggctggegge
aaatgtetet
ttttggtttg

2580
2649
2700
2760
2820
2880
2949
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
40890
41490
4200
4260
4320
43890
4440
4500
4560
4620
4680
47490
4800
4860
49290
49280
5040
5100
5160
5220
5280
5340
54090
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
€060
€120
€180
€240
€300
6360
€420
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acoggtetga
teghtetaaag
gacatcgatyg
ggeggegaty
accggegeag
agtggtggea
gtaatttege
ttgtaaagag
cagcattgta
aaacgtegtt
tgtegtaaat
gatgegeate
tacgattaogt
actgcaaaaa
ttttategea
ttaacgetga
tetattttaa
cegatttatt
ttattagaca
acataaaact
acggattgtyg
gtocggaaaa
aacatacaag
getcacaatt
atgagtgage
cetgtegtge
tgggegetet
ageggtatea
aggaaagaac
getggegttt
tcagagytgy
coetoegtgege
ttcgggaage
cgttegotec
atceggtaac
agecactggt
gtggtggcet
gecagttace
tagegoatggt
agatcctttg
gattttggte
aagttttaaa
aatcagtgag
cceagtegtyg
gataccgega
aagggecgag
ttgecgggaa
tgectacagge
ccaacgatca
cggtectceg
agecactgecat
gtactcaace
gtcaatacgg
acgtitcttceg
acccactegt
agcaaaaaca
aatactcata
gageggatac
tccecgaaaa
aaataggcgt
ctgacacatg
acaagecegt
ggcatcagag
cgtaaggaga
agggcgateyg

gacgagtgeg
gtgcageggyg
gtggtggtgg
cogoaggtat
gegecgetygyg
attcaatatt
tategtttac
attgtctcaa
gtggcgagac
ggcaagettt
gttgtttttg
aattttgttg
catggccace
cgtcaaaact
caageceact
cgaaataaaa
teacggttec
tgaaacacta
getgtgtgaa
cgazaaatgte
caaacacgaa
aattegacac
ttgectaacgt
ccacacaaca
taactcacat
cagetgeatt
teegettceet
getcactecaa
atgtgagcaa
ttccatagge
cgazacccga
tetectgtte
gtggegettt
aagctggget
tategtettg
aacaggatta
aactacgget
tteggaaaaa
ttttttgttt
atetttteta
atgagattat
tcaatctaaa
gcacctatet
tagataacta
gacccacgeh
cgeagaagtyg
getagagtaa
atcgtggtgt
aggcgagtta
atcgttgtea
aattctetta
aagtcattet
gataataceg
dgggegaaaac
geacccaact
ggaaggcaaa
ctettecttt
atatttgaat
gtgocacctg
atcacgagge
cagctcecgg
cagggegegt
cagattgtac
aaatacegea
gtgegggect

attttttteg
tihgaggttec
tggtggagge
aatttgttot
ctgeacaacy
ataattggaa
cgtgccgata
getegeagea
acttegetgt
aaaatattta
ataatttgeg
ttectattat
acaaatgeta
cggtataaaa
agcaaattgt
gttcaccagt
atcaacaace
caaattaaag
gegetoaacg
ttatattteg
aactcactta
acaactatge
aatcatggte
tacgageegg
taattgogtt
aatgaatcgg
cgctcactga
aggeggtaat
aaggccagea
tcegececee
caggactata
cgaccaetgee
ctecatagcte
gktgtgcacga
agtecaacee
gecagagegag
acactagaag
gagttggtag
gcaageadea
cggggtetga
caaaaaggat
gtatatatga
cagcgatcty
cgatacggga
caccggeteoe
gtectgoaac
gtagttegee
cacgctegte
catgatccce
gaagktaagtt
ctgtcatgee
gagaatagtg
cgecacatag
tctcaaggat
gatetteage
atgecegoaaa
ttcaatatta
gtatttagaa
acgtctaaga
cetttegtet
agacggtcac
cagegggtgt
tgagagtgca
teaggegeea
cttegetatt

ES 2657812713

tttctaatag
gheggeattg
getggaatgt
ggtttagttt
gaaggtegtce
tacaaatcgt
tttaacaace
dgedgataac
cgtecgacgta
aaagaacatc
ctteegeagt
tgaataaata
cgcetgcaaac
taatcaacgg
atttgecagaa
taatgagcga
aagtgategt
gcgagettte
atttgecacaa
aagcacttga
geghtgeacga
acgtttegtt
atagetgttt
aageataaag
gogetcactg
ccaacgegeq
ctegetgege
acggttatec
aaaggccagq
tgacgagcat
aagataccaq
gettacegga
acgctgtagg
accccoooegtt
ggtaagacac
gtatgtagge
gacagtattt
ctettgatec
gattacgege
cgeteagtgg
cttcacctag
gtazaacttgg
tetatttegt
gggcttacea
agatttatca
tttatecgee
agttaatagt
gtttggtatg
catgttgtge
ggecgeagtyg
atcegtaaga
tatgeggega
cagaacttta
cttacegetg
atettttact
aaagggaata
ttgaagcatt
aaataaacaa
aaccattatt
cgegegttte
agcttgtctg
tggcgggtgt
ccatatgegg
ttegecatte
acgceagetg

ettocaacaa
gtggageggy
taggcacggg
gttegegoaa
tgettegagyg
aaaaatctoe
getcaatgta
aagecctttte
catgtatget
tetgttcaga
atcgacacgt
agattgtaca
gctggtacaa
gcegettitgge
aacaattteg
ccacccaaat
gatggactac
gtaccaactt
geacaattte
tegegtgtat
cggcacgttg
tgactggtac
cetgtgtgaa
tgtaaagect
ccegaetttao
gggagaggcg
teggtegtte
acagaatcag
aaccgtaaaa
cacaaaaatc
gegtttecee
tacctgtecg
tatcteagtt
cagccogaco
gacttatege
ggtgetacag
ggtatetgeg
ggcaaacaaa
adaaaazaag
aacgaaaact
atccttttaa
tectgacagtt
tecateccatag
tetggeccca
gcaataaacc
tecatecagt
ttgegeaacyg
gcttecattea
aaaaaagcgg
ttatcactca
tgettttetg
cegagttget
aaagtgctca
ttgagatcea
tteacecageg
agggcgacac
tatcagggtt
ataggggtte
atcatgacat
ggtgatgacg
taagcggatg
cggggetgge
tgtgaaatac
aggotgagea
gcgaaagggyg

ttgttgtetg
cggcaattea
agaaggtggt
gattgtggge
cagegettgyg
tataagecatt
agcaattgta
atttttacta
ttgttgtcaa
accactgtgt
tcaaaaaatt
gattecatatce
ttttacgaaa
azaaatatcta
gegoacaatt
tttataaaaa
attgactgte
gttagcaata
atacacaacyg
gtttgegatt
gagtatttta
geggegtgtt
attgttatee
ggggtgecta
agtcgggaaa
gtttgegtat
ggctgeggeg
gggataacge
aggcegegtt
gacgctcaag
ctggaagete
cotttetece
cggtgtaggt
getgegectt
cactggeage
agttettgaa
ctetgetgaa
ccacegetgg
gatctcaaga
cacgttaagg
attaaazatg
accaatgett
ttgcectgact
gtgctgeaat
agecagcegy
ctattaattg
ttgttgecat
getoeggtte
ttagctectt
tggttatgge
tgactggtga
cttgeecegge
tcattggaaa
gttegatgta
ttteotgggtyg
ggaaatgttg
attgtctcat
cgegeacatt
taacctataa
gtgaaaacct
ccgggageag
ttaactatge
cgracagatg
actgttyggga
gatgtgctge

6430
6540
6600
6660
6720
6780
6840
639500
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
€940
9000
2060
9120
9130
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960
10020
10080
101490
10200
10260
103290

aaggcgatta agttgggtaa cgecagggtt tteccagtea cgacgttgta aaacgacgge
10387

cagktgec

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

<213> Circuvirus porcino

<400> 9

57



ES 2657812713

Ser Tyr Pro Arg Arg Arg Tyr Arg Arg Arg Arg His His Pro Pro Ser
1 5 10 15

His Leu Gly Gln
20

<210>10

<211>19

<212> PRT

<213> Circuvirus porcino

<400> 10

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

Thr Leu Ser

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

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

<400> 11

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

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

Arg His Arg Tyr Arg Trp Arg Arg Lys Asn Gly Ile Phe Asn Thr Arg
35 40 45
Leu Ser Arg Thr Phe Gly Tyr Thr Val Lys Ala Thr Thr Val Arg Thr
50 55 60

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

Pro Pro Gly Gly Gly Thr Asn Lys Ile Ser Ile Pro Phe Glu Tyr Tyr
85 20 85

Arg Ile Lys Lys vVal Lys Val Glu Phe Trp Pro Cys Ser Prc Ile Thr
100 105 110
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Gln Gly Asp Arg Gly Val Gly Ser Thr Ala Val Ile Leu

115 120 125

Phe Val Thr Lys Ala Thr Ala Leu Thr Tyr Asp Pro Tyr

120 135 140

Ser Ser Arg His Thr Ile Pro Gln Pro Phe Ser Tyr His

145 150 155

Phe Thr Pro Lys Pro Val Leu Asp Ser Thr I
165 170

160

le Asp
175

Asn Asn Lys Arg Asn Gln Leu Trp Leu Arg Leu Gln

180 185 190

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

195 200 205

Gln Asp Tyr Asn Ile Arg Val Thr Met Tyr Val Gln

210 215 220

Asn Leu Lys Asp Pro Pro Leu Lys Pro
225 230
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REIVINDICACIONES
1. Un método para producir una composicion antigénica de PCV-2 que comprende las etapas de:

i) obtener un primer liquido que contiene el antigeno de PCV-2 que comprende particulas similares a virus de la
proteina ORF-2; y

ii) separar al menos una porcion del primer liquido del antigeno de PCV-2 que comprende particulas similares a virus
de la proteina ORF-2

mediante una etapa de filtracion que utiliza un filtro, en donde el filtro incluye una membrana semipermeable que
tiene un tamafio de poro promedio que es mas pequefio que el antigeno de PCV-2 para evitar asi el paso de al
menos 90% del antigeno de PCV-2 a través de los poros de la membrana semipermeable y retener el antigeno de
PCV-2 dentro del filtro, en donde la porcién del primer liquido se separa del antigeno de PCV-2 mediante un
intercambio de la porcidon del primer liquido contra un segundo liquido, donde el segundo liquido es diferente del
primer liquido, y en donde el intercambio de la porcién del primer liquido con el segundo liquido comprende las
etapas de:

a) adicion de liquido que comprende afiadir el segundo liquido al primer liquido que contiene el antigeno de PCV-2; y

b) concentracion del antigeno de PCV-2 de 3X a 50X en comparaciéon con el volumen del primer liquido por
separacion de una porcion del primer y segundo liquidos; y

iii) mezclar el antigeno de PCV-2 que queda después de la etapa ii) con un componente adicional seleccionado del
grupo que consiste en vehiculos, adyuvantes, diluyentes, excipientes y combinaciones farmacéuticamente
aceptables de los mismos.

2. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la etapa de concentracion y la etapa de adicion de liquido
se realizan sustancialmente de forma simultanea.

3. El método de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en donde la etapa de concentracion y la etapa de adicion de
liquido se realizan al menos dos veces.

4. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde el filtro tiene un tamano medio
de poro que impide el paso de al menos 90% de proteinas de 50 kDa a 500 kDa de tamafio.

5. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde la actividad viricida de la
composicion antigénica de PCV-2 se reduce en al menos 10% en comparacion con el liquido que no se ha sometido
al método.

6. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde la composicidon antigénica de
PCV-2 producida por las etapas i) a ii) causa una pérdida de menos de 1 log TCIDso por ml de un virus vivo o de
menos de 1 log CFU por ml de una bacteria viva, cuando el virus vivo o la bacteria viva se mezcla con la
composicion antigénica de PCV-2 durante 2 o mas horas.

7. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde la composicion antigénica de
PCV-2 producida por las etapas i) a ii) causa una pérdida de menos de 0,7 log TCIDsy por ml de virus vivo o de
menos de 0,7 log CFU por ml de una bacteria viva, cuando el virus vivo o la bacteria viva se mezcla con la
composicion antigénica de PCV-2 durante 2 o mas horas.

8. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde el método comprende ademas
la etapa de recoger el antigeno de PCV-2 que queda después de la etapa ii).

9. El método de acuerdo con la reivindicacion 8, en donde el método comprende ademas la etapa de purificar la
cosecha de la etapa ii) que comprende el antigeno de PCV-2, por procedimiento cromatografico.

10. El método segun la reivindicacion 9, en donde el antigeno de PCV-2 se purifica hasta un grado de pureza del
antigeno de PCV-2 de mas del 50% (p/p) con referencia a la cantidad total de proteina.

11. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en donde el componente adicional es
un adyuvante.

12. El método de acuerdo con la reivindicacion 11, en donde el adyuvante es Carbomer.

13. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en donde el método comprende
adicionalmente la etapa de combinar la composicién antigénica de PCV-2 con al menos un antigeno adicional.

14. El método de acuerdo con la reivindicacion 13, en donde el al menos un antigeno adicional incluye antigeno de
Virus de Sindrome Reproductivo y Respiratorio Porcino y/o antigeno de Mycoplasma hyopneumoniae.
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FIG. 1

Banda de 30 kDa

Banda de ORF2 3 de ~27 kDa

Banda de 25 kDa
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