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DESCRIPCION
Vacuna de combinacion CVP/Mycoplasma hyopneumoniae/SRRP

Campo de la invencién

La presente invencion se refiere al circovirus porcino, a Mycoplasma hyopneumoniae (M. hyopneumoniae o M.hyo) y
al virus del Sindrome reproductivo y respiratorio porcino (SRRP). Mas particularmente, la invencion se refiere a una
composicion inmunogénica trivalente que comprende el sobrenadante de un cultivo de Mycoplasma hyopneumoniae
(M.hyo); un antigeno de circovirus porcino tipo 2 (CVP2); y un antigeno del virus del Sindrome reproductivo y
respiratorio porcino (SRRP), en el que el sobrenadante del cultivo de M.hyo se ha separado del material celular
insoluble por centrifugacion, por filtracion o por precipitacion y esta libre tanto de (i) IgG como de (ii)
inmunocomplejos comprendidos por antigeno unido a inmunoglobulina y a su uso en una vacuna para proteger a los
cerdos contra al menos la neumonia enzodtica y el Sindrome Multisistémico de Adelgazamiento Post-destete
(SMAP).

Antecedentes de la invencion

La neumonia enzodtica en porcinos, también denominada neumonia micoplasmatica, estd causada por M.hyo. La
enfermedad es una enfermedad crénica no mortal que afecta a cerdos de todas las edades. Los cerdos infectados
muestran solamente signos suaves de tos y fiebre, pero la enfermedad tiene un impacto econémico significativo
debido a la eficiencia de alimentacion reducida y a la ganancia de peso reducida. La neumonia enzodtica se
transmite de cerdo a cerdo a través de los pasajes nasales por los organismos transportados por el aire expulsados
desde los pulmones de cerdos infectados. La infeccion primaria por M.hyo puede estar seguida de la infeccion
secundaria por otras especies de micoplasma (Mycoplasma hyorhinis y Mycoplasma flocculare) asi como otros
patégenos bacterianos.

M.hyo es un microbio pequefio procariota capaz de una existencia de vida libre, aunque a menudo se encuentra en
asociacion con células eucariotas debido a que tiene requisitos absolutos de esteroles y acidos grasos exogenos.
Estos requisitos necesitan generalmente el crecimiento en medio que contiene suero. M.hyo esta delimitada por una
membrana celular, pero no por una pared celular.

La asociacion fisica de los micoplasmas con la superficie celular del hospedador es la base para el desarrollo y la
persistencia de la neumonia enzodtica. M.hyo infecta el tracto respiratorio de los porcinos, colonizando la traquea,
los bronquios y los bronquiolos. El micoplasma produce un factor ciliostatico que provoca que los cilios que revisten
los pasajes respiratorios dejen de golpear. Finalmente, los cilios se degeneran, dejando al cerdo propenso a la
infeccion por patdgenos secundarios. En animales infectados se observan lesiones caracteristicas de areas de
consolidacién moradas a grises. Los reconocimientos de los animales sacrificados revelaron lesiones en el 30 al 80
% de los porcinos. Los resultados de 37 piaras en 13 estados indicaron que el 99 % de las manadas tenian cerdos
con lesiones de neumonia tipicas de la neumonia enzodtica. Por lo tanto, la necesidad de medidas preventivas
eficaces y de tratamiento es grande.

Los antibidticos tales como la tiamulina, el trimetoprim, las tetraciclinas y la lincomicina tienen algun beneficio, pero
son caros y requieren su uso prolongado. Adicionalmente, los antibiéticos no han demostrado eliminar eficazmente
la propagacion o la reinfeccion de M.hyo. La prevenciéon manteniendo las manadas libres de patégenos a veces es
posible pero a menudo se produce la reintroduccién de M.hyo. Debido a las consecuencias econdémicas graves de la
neumonia porcina, se han buscado vacunas contra M.hyo. Se han comercializado vacunas que contienen
preparaciones de organismos micoplasmicos crecidos en medio que contiene suero, pero plantean preocupaciones
con respecto a las reacciones adversas inducidas por los componentes séricos (tales como inmunocomplejos o
proteinas especificas no inmunogénicas) presentes en el material inmunizante. Otros intentos de proporcionar
vacunas de M. hyo han sido exitosos, pero la enfermedad sigue siendo generalizada. Una vacuna basada en el
sobrenadante de un cultivo de M.hyo se ha desvelado en Okada M. y col., 2000, Vaccine, 18: 2825-2831. El
documento WO 2009/126356 desvela composiciones multivalentes que comprenden antigenos de M. hyo y CVP2.
Un ejemplo muestra la vacunacion de lechones con una uUnica dosis de una mezcla de tres vacunas: Ingelvac®
MycoFLEX™, Ingelvac® PRRS MLV™ e Ingelvac® CircoFlex™.

M.hyo y el circovirus porcino tipo 2 (CVP2) son los dos patdgenos mas prevalentes que se encuentran en la industria
del cerdo. Los porcinos infectados con CVP2 exhiben un sindrome cominmente denominado Sindrome
Multisistémico de Adelgazamiento Post-destete (SMAP). EI SMAP se caracteriza clinicamente por adelgazamiento,
palidez de la piel, desnutricion, dificultad respiratoria, diarrea, ictericia y piel amarillenta. Ademas de SMAP, el CVP2
se ha asociado a diversas infecciones distintas incluyendo seudorrabia, sindrome reproductivo y respiratorio porcino
(SRRP), enfermedad de Glasser, meningitis estreptocdcica, salmonelosis, colibacilosis post-destete, hepatosis
dietética y bronconeumonia supurativa. M.hyo se asocia a la neumonia enzodtica y también ha estado implicada
como uno de los cofactores principales en el desarrollo de Enfermedad Asociada a Circovirus Porcino (EACVP).

El sindrome reproductivo y respiratorio porcino (SRRP) esta provocado por un arterivirus, que tiene una afinidad
particular por los macrofagos, particularmente aquellos encontrados en el pulmén (macrofagos alveolares). Estos
macrofagos ingieren y eliminan bacterias y virus invasores, pero no en el caso del virus del SRRP (VSRRP). En el
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caso del virus del SRRP, se multiplica dentro de los macréfagos produciendo mas virus y mata a los macréfagos.
Una vez que el VSRRP ha entrado en una piara, tiende a permanecer presente e indefinidamente activo. Se
destruye hasta el 40 % de los macrofagos, lo que permite a las bacterias y a otros virus proliferar y realizar dafios.
Un ejemplo comun de esto es el aumento notable en la gravedad de la neumonia enzodtica en unidades de
crecimiento/de acabado cuando se infectan con el VSRRP. Mas de la mitad de los cerdos negativos al virus de
SRRP en edad de destete se infectan antes de ir al mercado. Lo que se necesita es una vacuna ftrivalente
CVP2/M.hyo/SRRP contra la infeccién por CVP2, mycoplasma y VSRRP en porcinos. Seria altamente deseable
proporcionar una vacuna trivalente monodosis. Preferentemente, el componente CVP2/M.hyo de la vacuna se
proporcionaria como una lista para su uso en una composicion liquida embotellada que pueda combinarse
facilmente con el componente VSRRP de tal manera que todos los antigenos puedan administrarse al cerdo
simultaneamente.

Sumario de la invencién

La presente invencion proporciona una composicion inmunogénica trivalente que comprende el sobrenadante de un
cultivo de Mycoplasma hyopneumoniae (M.hyo); un antigeno de circovirus porcino tipo 2 (CVP2); y un antigeno del
virus del Sindrome reproductivo y respiratorio porcino (SRRP), en el que el sobrenadante del cultivo de M.hyo se ha
separado del material celular insoluble por centrifugacion, por filtracion o por precipitacion y esta libre tanto de (i) IgG
como de (ii) inmunocomplejos comprendidos por antigeno unido a inmunoglobulina. En un aspecto, la porcion
soluble de la preparacion de células completas de M.hyo se ha tratado con proteina A o proteina G antes de
afadirse a la composicién inmunogénica. En un aspecto adicional, la porcién soluble de la preparacion de M.hyo y el
antigeno CVP2 estan en forma de una composicion liquida lista para su uso.

En una realizacion, el antigeno del virus de SRRP es un virus vivo modificado genéticamente. En otra realizacion, el
virus de SRRP vivo modificado genéticamente esta en forma de una composicion liofilizada.

La preparacion de M.hyo incluye antigenos proteicos de M.hyo.

En una realizacion, el antigeno de CVP2 esta en forma de un circovirus quimérico tipo 1-tipo 2, incluyendo el virus
quimérico un circovirus porcino tipo 1 recombinante inactivado que expresa la proteina ORF2 del circovirus porcino
tipo 2. En otra realizacion, el antigeno de CVP2 esta en forma de una proteina ORF2 recombinante. En aun otra
realizacion, la proteina ORF2 recombinante se expresa a partir de un vector de baculovirus.

En algunas realizaciones, la composicion trivalente de la presente invencidn provoca una respuesta inmune
protectora contra M.hyo, CVP2 y el virus de SRRP. En ofras realizaciones, la composicion inmunogénica de la
presente invencion incluye ademas al menos un antigeno adicional. En una realizacion, el al menos un antigeno
adicional es protector contra un microorganismo que puede provocar enfermedad en cerdos.

En una realizacion, el microorganismo incluye bacterias, virus o protozoos. En otra realizacion, el microorganismo se
selecciona de, pero no se limita a, los siguientes: parvovirus porcino (PVP), Haemophilus parasuis, Pasteurella
multocida, Streptococcum suis, Staphylococcus hyicus, Actinobacilllus pleuropneumoniae, Bordetella bronchiseptica,
Salmonella choleraesuis, Salmonella enteritidis, Erysipelothrix rhusiopathiae, Mycoplasma hyorhinis, Mycoplasma
hyosynoviae, bacterias leptospira, Lawsonia intracellularis, virus de la gripe porcina (VGP), antigeno de Escherichia
coli, Brachyspira hyodysenteriae, coronavirus respiratorio porcino, virus de la Diarrea Epidémica Porcina (DEP),
rotavirus, virus torque teno (VTT), Citomegalovirus porcino, enterovirus porcinos, virus de la Encefalomiocarditis, un
patégeno causante de la Enfermedad de Aujesky, de la Fiebre porcina clasica (FPC) y un patégeno causante de la
Gastroenteritis transmisible porcina o combinaciones de los mismos.

En algunas realizaciones, la composicién de la presente invencion incluye ademas un adyuvante. En una realizacion,
el adyuvante se selecciona de, pero no se limita a, los siguientes: un adyuvante de aceite en agua, un adyuvante de
polimero y agua, un adyuvante de agua en aceite, un adyuvante de hidréxido de aluminio, un adyuvante de vitamina
E y combinaciones de los mismos. En otra realizacion, la composicién de la presente invencion incluye ademas un
vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En ciertas realizaciones, la composicion de la presente invencién provoca una respuesta inmune protectora contra
M.hyo, CVP2y el virus de SRRP cuando se administra como una administracion monodosis.

La presente invencion también proporciona un procedimiento de inmunizacion de un cerdo contra M.hyo, CVP2 y el
virus de SRRP. Este procedimiento incluye administrar al cerdo una composicion inmunogénica trivalente que
comprende el sobrenadante de un cultivo de Mycoplasma hyopneumoniae (M.hyo); un antigeno de circovirus porcino
tipo 2 (CVP2); y un antigeno del virus del Sindrome reproductivo y respiratorio porcino (SRRP), en el que el
sobrenadante del cultivo de M.hyo se ha separado del material celular insoluble por centrifugacion, por filtracién o
por precipitacion y esta libre tanto de (i) IgG como de (ii) inmunocomplejos comprendidos por antigeno unido a
inmunoglobulina.

En una realizaciéon del procedimiento de la presente invencién, la composicion trivalente se administra por via
intramuscular, por via intradérmica, por via transdérmica o por via subcutanea. En otra realizacién del procedimiento
de la presente invencion, la composicion trivalente se administra en una dosis Unica.
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En una realizacién adicional, la composicidon se administra a los cerdos que tienen anticuerpos derivados maternos
contra al menos uno de M.hyo, CVP2 y el virus de SRRP. En aun una realizacion adicional, la composicion se
administra a los cerdos que tienen anticuerpos derivados maternos contra M.hyo, CVP2 y el virus de SRRP.

En una realizacion, la composicion se administra a los cerdos a 3 semanas de edad o mas mayores.

La presente invencién proporciona un procedimiento para preparar una composicion inmunogénica de acuerdo con
la presente invencion. Este procedimiento incluye i) cultivar M.hyo en un medio adecuado durante periodos que
varian de 18-144 horas; ii) posteriormente inactivar el cultivo de M. hyo; iii) cosechar el fluido de cultivo inactivado,
en el que el fluido de cultivo inactivado comprende tanto una fraccién liquida soluble como un material celular
insoluble; iv) separar la fraccion liquida soluble del material celular insoluble por centrifugacion, por filtracién o por
precipitacion; v) retirar sustancialmente tanto la IgG como los inmunocomplejos de antigeno/inmunoglobulina de la
fraccion liquida soluble separada para formar el sobrenadante de cultivo de M. hyo libre tanto de (i) IgG como de (ii)
inmunocomplejos comprendidos por antigeno unido a inmunoglobulina; y vi) posteriormente combinar el
sobrenadante con un antigeno de CVP2 y un antigeno del virus de SRRP. En una realizacion, la etapa vi) incluye
combinar una composicion liquida lista para su uso que comprende tanto el antigeno de CVP2 como la porcion
soluble de M.hyo con un antigeno del virus de SRRP liofilizado.

En una realizacion, un kit de acuerdo con la presente invencion incluye un primer frasco (u otro receptaculo
adecuado) que comprende una composicion que incluye tanto un antigeno del CVP2 como el sobrenadante de un
cultivo de Mycoplasma hyopneumoniae (M.hyo); en el que el sobrenadante del cultivo de M.hyo se ha separado del
material celular insoluble por centrifugacion, por filtracion o por precipitacion y esta libre tanto de (i) IgG como de (ii)
inmunocomplejos de antigeno/inmunoglobulina; y un segundo frasco que contiene el antigeno del virus de SRRP. En
una realizacion, la composicién del primer frasco se proporciona como una composicion liquida lista para su uso.
Opcionalmente, el componente antigeno del virus de SRRP del kit esta en forma de una composicion liofilizada. En
otra realizacion, el kit incluye un manual de instrucciones con directrices para combinar los contenidos del primer
frasco con los contenidos del segundo frasco. En aun otra realizaciéon, el manual de instrucciones incluye ademas
directrices para administrar los contenidos combinados del primer y el segundo frascos a un cerdo.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 es un grafico que muestra la efectividad de vacunas monovalentes de M.hyo preparadas con
antigenos de M.hyo de diferentes tratamientos (T02-T10 descritos en el Ejemplo 3) frente a un placebo (T01).
Los resultados se presentan como valores de % de lesién pulmonar de media de minimos cuadrados.

La Figura 2 es un grafico que muestra los resultados de potencia de antigeno de CVP2 (ELISA de antigeno de
CVP2) de vacunas de M.hyo en combinacion con el virus quimérico CVP Tipo 1-Tipo 2 muerto. El virus quimérico
se incluyo en las composiciones a un nivel inicial de aproximadamente 1,6 < PR. El estado de cada muestra se
expresa como potencia relativa (PR).

La Figura 3 es un grafico que muestra los resultados de viremia de CVP2 (PCR cuantitativa de CVP2)
observados con formulaciones de vacuna de CVP/M.hyo que emplean diferentes plataformas adyuvantes.

La Figura 4 es un grafico que muestra los resultados seroldgicos (S/P) del ELISA de anticuerpo de CVP2
observados con formulaciones de vacuna de CVP/M.hyo que emplean diferentes plataformas adyuvantes los
dias 1, 20 y 42 de la prueba de provocacion.

La Figura 5 es un grafico que muestra la diseminacion fecal de CVP2 obtenida con los tratamientos T02-T04
descritos en el Ejemplo 7 frente a un placebo (TO1). Los resultados se expresan como copias de ADN de
CVP2/ml.

La Figura 6 es un grafico que muestra la diseminacion fecal de CVP2 obtenida con los tratamientos T02-T04
descritos en el Ejemplo 7 frente al placebo (T01). Los resultados se expresan como copias de ADN de CVP2/ml.

La Figura 7 (A & B) son graficos que muestran los resultados de un ensayo de interferon gamma (IFN-y) que
mide las respuestas inmunes mediadas por células (IMC) especificas de CVP2. Los resultados de post-
vacunacion/pre-prueba de provocacion se presentan en la Figura 7A y los resultados de post-vacunacién/pre-
desafio se presentan en la Figura 7B. La estimulacion de 5 x 108 células se considerd significativa.

La Figura 8 representa la efectividad de M.hyo de las formulaciones de vacuna experimental de CVP2/M.hyo en
aceite SP. Las puntuaciones de pulmén para las formulaciones que emplean los tratamientos T02-T08 de M.hyo
frente a un placebo (T01) se representan graficamente en la Figura 8A. La tabla en la Figura 8B representa el
contraste de los tratamientos T02-T08 con el placebo.

La Figura 9 es un diagrama de flujo que muestra una realizacion de un procedimiento de fabricacion usado para
preparar un antigeno de M.hyo tratado con Proteina A compatible con el CVP2.

La Figura 10 es una tabla que muestra la evaluacién del adyuvante para la actividad viricida contra el virus del
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SRRP.

La Figura 11 es un grafico que muestra los resultados de viremia de CVP2 (PCR cuantitativa de CVP2)
observados con formulaciones de vacuna experimental de CVP2/M.hyo/SRRP.

La Figura 12 es un grafico que muestra los resultados del ELISA de CVP2 observados con formulaciones de
vacuna experimental de CVP2/M.hyo/SRRP los dias -1, 7, 13, 20, 28, 35 y 42 del estudio (la prueba de
provocacion fue el dia 21).

La Figura 13 es un grafico que muestra la diseminacion fecal de CVP2 obtenida con los tratamientos T02 y T03
(formulaciones de vacuna experimental de CVP2/M.hyo/SRRP) descritos en el Ejemplo 14 frente al placebo
(TO1).

Breve descripcion de las secuencias

SEQ ID NO: 1 es una realizacion de una secuencia de nucledtidos que codifica p46 a partir de la cepa P-5722 de
M.hyo;

SEQ ID NO: 2 es una realizacion de una secuencia de aminoacidos que codifica p46 a partir de la cepa P-5722
de M.hyo;

SEQ ID NO: 3 es una realizacion de una secuencia de nucleétido que codifica p97 a partir de la cepa P-5722 de
M.hyo;

SEQ ID NO: 4 es una realizacidon de una secuencia de aminoacidos que codifica p97 a partir de la cepa P-5722
de M.hyo;

SEQ ID NO: 5 es una realizacion de una secuencia gendémica que codifica un virus CVP1-2 quimérico;

SEQ ID NO: 6 es una realizacion de una secuencia de nucleétidos que corresponde a la ORF2 de un circovirus
porcino;

SEQ ID NO: 7 es una realizacidon de una secuencia de aminoacidos que codifica el polipéptido ORF2 de un
circovirus porcino;

SEQ ID NO: 8 es una realizacién de una secuencia gendémica que codifica un virus CVP1-2 quimérico;

SEQ ID NO: 9 es una realizacion de una secuencia de nucleétidos que corresponde a la ORF2 de un circovirus
porcino;

SEQ ID NO: 10 es una realizaciéon de una secuencia de aminoacidos que codifica el polipéptido ORF2 de un
circovirus porcino;

SEQ ID NO: 11 es una realizaciéon de una secuencia de aminoacidos que codifica el polipéptido ORF2 de un
circovirus porcino;

SEQ ID NO: 12 es una realizacion de una secuencia de nucleétidos que codifica la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 11;

SEQ ID NO: 13 es una realizaciéon de una secuencia de aminoacidos que codifica el polipéptido ORF2 de un
circovirus porcino;

SEQ ID NO: 14 es una realizacion de una secuencia de nucleétidos que codifica la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 13;

SEQ ID NO: 15 es una realizaciéon de una secuencia de aminoacidos que codifica el polipéptido ORF2 de un
circovirus porcino;

SEQ ID NO: 16 es una realizaciéon de una secuencia gendmica de una forma no virulenta del aislado del virus del
SRRP norteamericano designado P129; y

SEQ ID NO: 17 es una realizacion de una secuencia de nucleétidos que corresponde a la ORF2 a ORF5 del
aislado del VSRRP designado ISU-55.

SEQ ID NO: 18 es una realizacion de una secuencia de nucleétidos que corresponde a la ORF6 y la ORF7 del
aislado del VSRRP designado ISU-55.

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencion proporciona una composicion inmunogénica trivalente que comprende el sobrenadante de un
cultivo de Mycoplasma hyopneumoniae (M.hyo); un antigeno de circovirus porcino tipo 2 (CVP2); y un antigeno del
virus del Sindrome reproductivo y respiratorio porcino (SRRP), en el que el sobrenadante del cultivo de M.hyo se ha
separado del material celular insoluble por centrifugacion, por filtraciéon o por precipitacion y esta libre tanto de (i) IgG
como de (ii) inmunocomplejos comprendidos por antigeno unido a inmunoglobulina. En una realizacién, la
composicion trivalente provoca una respuesta inmune en un cerdo contra el CVP2, M.hyo y el virus de SRRP.

Los solicitantes han descubierto sorprendentemente que la fraccion insoluble de la preparacion de célula entera de
M.hyo no es inmunogénica. Por el contrario, la preparacion soluble de M.hyo libre de IgG es inmunogénica y puede
combinarse eficazmente con antigenos de otros patdgenos, tales como el CVP2 y el VSRRP, sin interferencia
analitica o inmunoldgica entre los antigenos. Esto hace a la preparacion soluble de M.hyo una plataforma eficaz para
las vacunas multivalentes de esta invencién. Los solicitantes han descubierto sorprendentemente también que retirar
la inmunoglobulina y los restos celulares insolubles de la preparacion de M.hyo potencia la seguridad de la
composicion inmunogénica.
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Como se usa en la memoria descriptiva y en las reivindicaciones, la forma singular "un/una”, "uno/una" y “el/la”
incluyen las referencias plurales salvo que el contexto dicte claramente lo contrario. Por ejemplo, la expresion "un
antigeno proteico" incluye una pluralidad de antigenos proteicos, incluyendo mezclas de los mismos.

Como se usa en el presente documento, la expresion "que comprende” pretende significar que las composiciones y
los procedimientos incluyen los elementos recitados, pero no excluyen otros elementos.

Como se define en el presente documento, una porcion soluble de una preparacion de células enteras de M.hyo se
refiere al sobrenadante de un cultivo de Mycoplasma hyopneumoniae (M.hyo); en el que el sobrenadante del cultivo
de M.hyo se ha separado del material celular insoluble por centrifugacion, por filtraciéon o por precipitacion y esta libre
tanto de (i) IgG como de (ii) inmunocomplejos comprendidos por antigeno unido a inmunoglobulina. La fraccién del
sobrenadante incluye proteinas solubles expresadas de M.hyo (antigenos proteicos de M.hyo) que se han separado
o aislado de las proteinas insolubles, de las bacterias enteras y de otro material celular insoluble de M.hyo por los
medios convencionales de centrifugacion, filtracion o precipitacion. Ademas de incluir proteinas solubles especificas
de M.hyo, la porcion soluble de la preparacion de células enteras de M.hyo también incluye proteinas heterdlogas,
tales como aquellas contenidas en el medio de cultivo usado para la fermentacion de M.hyo.

El término "antigeno" se refiere a un compuesto, una composicion o una sustancia inmunogénica que puede
estimular la produccion de anticuerpos o de una respuesta de linfocitos T, o ambas, en un animal, incluyendo
composiciones que se inyectan o se absorben en un animal. La respuesta inmune puede generarse para la molécula
entera o para una porcion de la molécula (por ejemplo, un epitopo o hapteno).

Como se define en el presente documento, una "composicion inmunogénica o inmunoldgica", se refiere a una
composicion de materia que comprende al menos un antigeno que provoca una respuesta inmunologica en el
hospedador de una respuesta inmune celular y o mediada por anticuerpos a la composicién o vacuna de interés.

La expresion "respuesta inmune" como se usa en el presente documento se refiere a una respuesta provocada en
un animal. Una respuesta inmune puede referirse a inmunidad celular (IMC); a inmunidad humoral o puede implicar
ambas. La presente invencion también contempla una respuesta limitada a una parte del sistema inmune.
Habitualmente, una "respuesta inmunoldgica" incluye, pero no se limita a, uno o mas de los siguientes efectos: la
produccion o la activacion de anticuerpos, de linfocitos B, de linfocitos T cooperadores, de linfocitos T supresores y/o
de linfocitos T citotdxicos y/o de linfocitos T yd, dirigidos especificamente a un antigeno o antigenos incluidos en la
composicion o vacuna de interés. Preferentemente, el hospedador mostrara bien una respuesta inmunoldgica
terapéutica o bien protectora de tal manera que la resistencia a la nueva infeccién se potenciara y/o la gravedad
clinica de la enfermedad se reducira. Tal proteccién se demostrara bien mediante una reduccién o una carencia de
sintomas normalmente mostrados por un hospedador infectado, un tiempo de recuperacion mas rapido y/o bien un
titulo virico disminuido en el hospedador infectado.

Como se usa en el presente documento, el término "inmunogenicidad" significa capaz de producir una respuesta
inmune en un animal hospedador contra un antigeno o antigenos. Esta respuesta inmune forma la base de la
inmunidad protectora provocada por una vacuna contra un organismo infeccioso especifico.

Un "adyuvante" como se usa en el presente documento significa una composicion comprendida por una o mas
sustancias que potencia la respuesta inmune a un antigeno o antigenos. El mecanismo de cémo funciona un
adyuvante no se conoce enteramente. Se cree que algunos adyuvantes potencian la respuesta inmune liberando
lentamente el antigeno, mientras que otros adyuvantes son fuertemente inmunogénicos en su propio derecho y se
cree que funcionan sinérgicamente.

Como se usa en el presente documento, el término "multivalente” significa una vacuna que contiene mas de un
antigeno ya sea de la misma especie (es decir, diferentes aislados de Mycoplasma hyopneumoniae), de una especie
diferente (es decir, aislados tanto de Pasteurella hemolytica como de Pasteurella multocida) o una vacuna que
contiene una combinacion de antigenos de diferentes géneros (por ejemplo, una vacuna que comprende antigenos
de Pasteurella multocida, Salmonella, Escherichia coli, Haemophilus somnus 'y Clostridium).

El término "cerdo” o "lechdn" como se usa en el presente documento significa un animal de origen porcino, mientras
que "cerda" se refiere a una hembra de edad y capacidad reproductivas. Una "cerda joven" es un cerdo hembra que
nunca ha estado prefiada.

Como se usa en el presente documento, el término "virulento" significa un aislado que retiene su capacidad de ser
infeccioso en un animal hospedador.

"Vacuna inactivada" significa una composicion de vacuna que contiene un organismo o patégeno infecciosos que no
son capaces de replicacion o de crecimiento. El patégeno puede ser de origen bacteriano, virico, de protozoo o
fungico. La inactivacion puede lograrse mediante una diversidad de procedimientos incluyendo congelacion-
descongelacion, tratamiento quimico (por ejemplo, tratamiento con timerosal o formalina), someter a ultrasonidos,
radiacion, calor o cualquier otro medio convencional suficiente para evitar la replicacién o el crecimiento del
organismo manteniendo su inmunogenicidad.
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El término "variante" como se usa en el presente documento se refiere a un polipéptido o una secuencia de acidos
nucleicos que codifica un polipéptido, que tiene una o mas variaciones de aminoacidos conservativas u otras
modificaciones minoritarias de tal manera que el polipéptido correspondiente tiene una funcién sustancialmente
equivalente cuando se compara con el polipéptido de tipo silvestre.

"Variacion conservativa" denota el reemplazamiento de un resto de aminoacido por otro resto biolégicamente similar
o el reemplazamiento de un nucleétido en una secuencia de acidos nucleicos de tal manera que el resto de
aminoacido codificado no cambie o sea otro resto biolégicamente similar. Los ejemplos de variaciones conservativas
incluyen la sustitucién de un resto hidréfobo, tales como isoleucina, valina, leucina o metionina por otro resto
hidréfobo o la sustitucion de un resto polar, tales como la sustitucion de lisina por arginina, acido aspartico por acido
glutamico o asparagina por glutamina y similares. La expresion "variacion conservativa" también incluye el uso de un
aminoacido sustituido en lugar de un aminoacido parental no sustituido con la condicion de que los anticuerpos
producidos contra el polipéptido sustituido también inmunorreaccionen con el polipéptido no sustituido.

Como se usa en el presente documento, las expresiones "portador farmacéuticamente aceptable" y "vehiculo
farmacéuticamente aceptable" son intercambiables y se refieren a un vehiculo fluido para contener antigenos de
vacuna que pueden inyectarse a un hospedador sin efectos adversos. Los portadores farmacéuticamente activos
adecuados conocidos en la técnica incluyen, pero no se limitan a, agua estéril, solucion salina, glucosa, dextrosa o
soluciones tamponadas. Los portadores pueden incluir agentes auxiliares incluyendo, pero no limitados a, diluyentes,
estabilizantes (es decir, azicares y aminoacidos), conservantes, agentes humectantes, agentes emulsionantes,
agentes tamponantes de pH, aditivos potenciadores de la viscosidad, colores y similares.

Como se usa en el presente documento, la expresion "composicién de vacuna" incluye al menos un antigeno o
inmunoégeno en un vehiculo farmacéuticamente aceptable util para inducir una respuesta inmune en un hospedador.
Las composiciones de vacuna pueden administrarse en dosificaciones y por técnicas bien conocidas para aquellos
expertos en la materia médica o veterinaria, teniendo en consideracion tales factores como la edad, el sexo, el peso,
la especie y la condicidon del animal receptor y la via de administracion. La via de administracion puede ser
percutanea, a través de administracion mucosa (por ejemplo, oral, nasal, anal, vaginal) o a través de una via
parenteral (intradérmica, transdérmica, intramuscular, subcutanea, intravenosa o intraperitoneal). Las composiciones
de vacuna pueden administrarse solas o pueden co-administrarse o administrarse secuencialmente con otros
tratamientos o terapias. Las formas de administracion pueden incluir suspensiones, jarabes o elixires y
preparaciones para administracion parenteral, subcutanea, intradérmica, intramuscular o intravenosa (por ejemplo,
administracion inyectable) tales como suspensiones o emulsiones estériles. Las composiciones de vacuna pueden
administrarse como un pulverizador o mezcladas en comida y/o agua o administradas en mezcla con un portador,
diluyente o excipiente adecuados tales como agua estéril, solucion salina fisiolégica, glucosa o similares. Las
composiciones pueden contener sustancias auxiliares tales como agentes humectantes o emulsionantes, agentes
tamponantes de pH, adyuvantes, aditivos potenciadores de la gelificacion o la viscosidad, conservantes, agentes
aromatizantes, colores y similares, dependiendo de la via de administracién y la preparacion deseadas. Los textos
farmacéuticos convencionales, tales como "Remington’s Pharmaceutical Sciences", 1990 pueden consultarse para
preparar preparaciones adecuadas, sin experimentacion indebida.

"Virus del SRRP norteamericano" significa cualquier virus del SRRP que tenga caracteristicas genéticas asociadas
al aislado del virus del SRRP norteamericano, tales como, pero no limitados al virus del SRRP que se aislé en primer
lugar en los Estados Unidos alrededor de inicios de los 90 (véase, por ejemplo, Collins, J. E., y col., 1992, J. Vet.
Diagn. Invest. 4:117-126); aislado MN-1b del virus del SRRP norteamericano (Kwang, J. y col., 1994, J. Vet. Diagn.
Invest. 6:293-296); la cepa LAF-exp91 de Quebec del VSRRP (Mardassi, H. y col., 1995, Arch. Virol. 140:1405-
1418); y el aislado VR 2385 del virus del SRRP norteamericano (Meng, X.-J y col., 1994, J. Gen. Virol. 75:1795-
1801). Algunos ejemplos adicionales de cepas de virus del SRRP norteamericano se describen en el presente
documento. Las caracteristicas genéticas se refieren a la similitud de la secuencia de nucledtidos y la similitud de la
secuencia de aminoacidos compartidas por las cepas del virus del SRRP norteamericano. Las cepas del virus del
SRRP chino evidencian en general aproximadamente un 80-93 % de similitud de la secuencia de nucledtidos con las
cepas norteamericanas.

"Virus del SRRP europeo” se refiere a cualquier cepa del virus del SRRP que tiene las caracteristicas genéticas
asociadas al virus del SRRP que se aisld en primer lugar en Europa alrededor de 1991 (véase, por ejemplo,
Wensvoort, G., y col., 1991, Vet. Q. 13:121-130). El "virus del SRRP europeo" también se denomina a veces en la
técnica "virus de Lelystad". Algunos ejemplos adicionales de cepas de virus del SRRP europeo se describen en el
presente documento.

Un virus modificado genéticamente esta "atenuado” si es menos virulento que su cepa parental no modificada. Una
cepa es "menos virulenta" si muestra una disminucién estadisticamente significativa en uno o mas parametros que
determinan la gravedad de la enfermedad. Tales parametros pueden incluir el nivel de viremia, fiebre, la gravedad de
la dificultad respiratoria, la gravedad de los sintomas reproductivos o el numero o la gravedad de lesiones
pulmonares, etc.

Un "clon infeccioso" es un genoma aislado o clonado del agente de enfermedad (por ejemplo, virus) que puede
modificarse especificamente y a propdsito en el laboratorio y después usarse para recrear el organismo modificado
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genéticamente vivo. Un virus modificado genéticamente vivo producido a partir del clon infeccioso puede emplearse
en una vacuna virica viva. Como alternativa, las vacunas de virus inactivados pueden prepararse tratando el virus
vivo derivado del clon infeccioso con agentes inactivantes tales como formalina o disolventes hidréfobos, acidos,
etc., mediante irradiacion con luz ultravioleta o rayos X, mediante calentamiento, etc.

Todas las vacunas de M.hyo y de combinacion de M.hyo actualmente disponibles se fabrican a partir de
preparaciones de micoplasma de células enteras muertas (bacterinas). Por el contrario, la presente invencion
emplea el sobrenadante de un cultivo de Mycoplasma hyopneumoniae (M.hyo); un antigeno de circovirus porcino
tipo 2 (CVP2); y un antigeno del virus del Sindrome reproductivo y respiratorio porcino (SRRP), en el que el
sobrenadante del cultivo de M.hyo se ha separado del material celular insoluble por centrifugacion, por filtraciéon o
por precipitacion y esta libre tanto de (i) IgG como de (ii) inmunocomplejos comprendidos por antigeno unido a
inmunoglobulina.

M.hyo tiene requisitos absolutos de esteroles y acidos grasos exdgenos. Estos requisitos necesitan generalmente el
crecimiento de M.hyo en medio que contiene suero, tales como suero porcino. La separacion del material insoluble
de la porcién soluble de la preparacion de células enteras de M.hyo (por ejemplo, por centrifugacion, por filtracion o
por precipitacion) no retira la IgG o los complejos inmunes porcinos. En una realizacién de la presente invencion, la
porcién soluble de M.hyo se trata con proteina A o proteina G para retirar sustancialmente la IgG y los complejos
inmunes contenidos en el sobrenadante del cultivo. En esta realizacién, se entiende que el tratamiento de proteina A
se produce después de la fermentacion de M.hyo. Esto se denomina alternativamente en el presente documento
tratamiento de proteina A corriente abajo. En ofra realizacion, puede emplearse el tratamiento de proteina A
corriente arriba del medio de crecimiento (es decir, antes de la fermentacién de M.hyo). La proteina A se une a la
porcién Fc de la IgG. La proteina G se une preferencialmente a la porcion Fc de la IgG, pero también puede unirse a
la region Fab. Los procedimientos de purificacion/retirada de la 1gG total de las mezclas de proteinas brutas, tales
como el sobrenadante de cultivo tisular, el suero y el fluido de ascitis se conocen en la técnica.

La porcion soluble de la preparacion de M.hyo incluye antigenos proteicos de M.hyo.

La fraccion de sobrenadante de M.hyo incluye al menos antigenos proteicos de M.hyo de pesos moleculares de
aproximadamente 46 kDa (p46), 64kDa (p64) y 97kDa (p97). La proteina M.hyo de aproximadamente 64 kDa (p64)
puede denominarse alternativamente en el presente documento el antigeno de superficie p65 de M.hyo descrito por
Kim y col. [Infect. Immun. 58(8):2637-2643 (1990)], asi como en la Patente de EE.UU. n.° 5.788.962.

Futo y col. describieron la clonacion y la caracterizacion de una proteina de superficie de 46 kDa de M.hyo, que
puede emplearse en las composiciones de la presente invencion [J. Bact 177: 1915-1917 (1995)]. En una
realizacion, el sobrenadante del cultivo de M.hyo incluye la p46 cuyas secuencias de nucleétidos y de aminoacidos
correspondientes de la cepa P-5722 se exponen en las SEQ ID NO: 1y 2, respectivamente. Se contempla ademas
que las variantes de tales secuencias de p46 puedan emplearse en las composiciones de la presente invencion,
como se describe a continuacion.

Zhang y col. describieron y caracterizaron una proteina adhesina p97 de M.hyo [Infect. Immun. 63: 1013-1019,
1995]. Adicionalmente, King y col. describieron una proteina de 124 kDa denominada Mhp1 de la cepa P-5722 de
M.hyo y presentaron datos sugiriendo que Mhp1 y p97 son la misma proteina [Vaccine 15:25-35 (1997)]. Tales
proteinas p97 pueden emplearse en las composiciones de la presente invencion. En una realizacion, el
sobrenadante del cultivo de M.hyo incluye la p97 cuyas secuencias de nucledtidos y de aminoacidos
correspondientes de la cepa P-5722 se exponen en las SEQ ID NO: 3 y 4, respectivamente. Se contempla ademas
que las variantes de tales secuencias de p97 puedan emplearse en las composiciones de la presente invencion,
como se describe a continuacion.

El sobrenadante del cultivo de M.hyo puede incluir ademas antigenos proteicos especificos de M.hyo tales como,
pero no limitados a, proteinas de aproximadamente 41 kDa (p41), 42 kDa (p42), 89 kDa (p89) y 65 kDa (p65).
Véanse, Okada y col., 2000, J. Vet. Med. B 47:527-533 y Kim y col., 1990, Infect. Immun. 58(8):2637-2643. Ademas,
el sobrenadante del cultivo de M.hyo puede incluir antigenos proteicos especificos de M.hyo de aproximadamente
102 kDa (p102) y 216 kDa (p216). Véanse, las patentes de EE.UU. n.° 6.162.435 y 7.419.806 de Minnion y col.

Cualquier cepa de M.hyo puede usarse como un material de partida para producir la porcion soluble de la
preparacion de M.hyo de las composiciones de la presente invencion. Las cepas adecuadas de M.hyo pueden
obtenerse de fuentes comerciales o académicas, incluyendo depositarios tales como la American Type Culture
Collection (ATCC) (Manassas, Va.) y la NRRL Culture Collection (Agricultural Research Service, U.S. Department of
Agriculture, Peoria, lIl.). La ATCC sola lista las siguientes seis cepas de M.hyo a la venta: M.hyo ATCC 25095, M.hyo
ATCC 25617, M.hyo ATCC 25934, M.hyo ATCC 27714, M.hyo ATCC 27715 y M.hyo ATCC 25934D. Una cepa
preferida de M.hyo para su uso en las realizaciones de la presente invencion se identifica como cepa P-5722-3,
ATCC n.° 55052, depositada el 30 de mayo de 1990 conforme a las reglas de accesibilidad requeridas por la Oficina
de Patentes y Marcas de EE.UU. En vista de la diseminacién generalizada de la enfermedad, las cepas también
pueden obtenerse recuperando M.hyo de las secreciones pulmonares o del tejido de porcinos infectados con cepas
que se sabe que provocan neumonia micoplasmatica en porcinos.
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Se entiende por aquellos expertos en la materia que las variantes de las secuencias de M.hyo pueden emplearse en
las composiciones de la presente invencion. Tales variantes podrian variar tanto como un 10-20 % en identidad de
secuencia y todavia retener las caracteristicas antigénicas que las hacen utiles en composiciones inmunogénicas.
Preferentemente, las variantes de M.hyo tienen al menos un 80 %, preferentemente al menos un 85 %, mas
preferentemente al menos un 90 %, incluso mas preferentemente al menos un 95 % de identidad de secuencia con
la secuencia genémica de longitud completa de la cepa M.hyo de tipo silvestre. Las caracteristicas antigénicas de
una composicién inmunoldgica pueden, por ejemplo, estimarse por el experimento de la prueba de provocacion
como se proporciona en los Ejemplos. Ademas, la caracteristica antigénica de un antigeno de M.hyo modificado
todavia se retiene cuando el antigeno modificado confiere al menos un 70 %, preferentemente un 80 %, mas
preferentemente un 90 % de la inmunidad protectora en comparacion con la proteina de M.hyo de tipo silvestre.

En una realizacién, el antigeno p46 soluble de M.hyo se incluye en las composiciones de la invenciéon a una
concentracion final de aproximadamente 1,5pug/ml a aproximadamente 10 ug/ml, preferentemente de
aproximadamente 2 ug/ml a aproximadamente 6 pug/ml. Nétese que p46 es la proteina usada para el ensayo de
potencia de M.hyo (véase la seccién de ejemplos a continuacion). En otra realizacion, el antigeno de M.hyo puede
incluirse en las composiciones a una cantidad final de aproximadamente un 5,5 % a aproximadamente un 35 % del
sobrenadante tratado con proteina A del cultivo de células enteras de M.hyo.

La preparacion soluble de M.hyo es tanto segura como efectiva contra M.hyo y es adecuada para la administracion
de dosis Unica. Ademas, los presentes Solicitantes han descubierto sorprendentemente que la preparacion soluble
de M.hyo puede combinarse eficazmente con antigenos de otros patdgenos, incluyendo el CVP2 y el virus del
SRRP, sin interferencia inmunoldgica entre los antigenos. Esto hace a la preparacién soluble de M.hyo una
plataforma eficaz para vacunas multivalentes, incluyendo la vacuna de combinacion CVP2/M.hyo/SRRP de la
presente invencion. Los antigenos del CVP2 y el virus del SRRP pueden darse concurrentemente con la
composicion de M.hyo (es decir, como tres vacunas Unicas separadas), pero preferentemente la preparacion soluble
de M.hyo y el antigeno CVP2 se combinan juntos en forma de una composicion liquida lista para su uso. Esta
composicion liquida de CVP2/M.hyo lista para su uso puede combinarse después con el antigeno del virus del SRRP
de tal manera que todos los antigenos puedan administrarse simultaneamente al cerdo. En algunas realizaciones, el
antigeno del virus del SRRP esta en un estado liofilizado y la composicion liquida de CVP2/M.hyo puede usarse para
rehidratar el antigeno del virus del SRRP liofilizado, formando de esta manera la composicion trivalente.

En una realizacion, las composiciones inmunogénicas de CVP2/M.hyo/SRRP de la presente invencion incluyen al
menos un antigeno adicional. En una realizacién, el al menos un antigeno adicional es protector contra un
microorganismo que puede provocar enfermedad en cerdos.

En algunas realizaciones, el al menos un componente de antigeno adicional es protector contra bacterias, virus o
protozoos que se sabe que infectan a cerdos. Algunos ejemplos de tales microorganismos incluyen, pero no se
limitan a, los siguientes: parvovirus porcino (PVP), Haemophilus parasuis, Pasteurella multocida, Streptococcum
suis, Staphylococcus hyicus, Actinobacilllus pleuropneumoniae, Bordetella bronchiseptica, Salmonella choleraesuis,
Salmonella enteritidis, Erysipelothrix rhusiopathiae, Mycoplasma hyorhinis, Mycoplasma hyosynoviae, bacterias
leptospira, Lawsonia intracellularis, virus de la gripe porcina (VGP), antigeno de Escherichia coli, Brachyspira
hyodysenteriae, coronavirus respiratorio porcino, virus de la Diarrea Epidémica Porcina (DEP), rotavirus, virus torque
teno (VTT), Citomegalovirus porcino, enterovirus porcinos, virus de la Encefalomiocarditis, un patégeno causante de
la Enfermedad de Aujesky, de la Fiebre porcina clasica (FPC) y un patégeno causante de la Gastroenteritis
transmisible porcina o combinaciones de los mismos.

En una realizaciéon, un componente CVP2/M.hyo de la vacuna trivalente de acuerdo con la presente invencion se
proporciona como una composicion liquida lista para su uso en un frasco. Tal composicién lista para su uso no
requiere la mezcla de las vacunas monovalentes separadas de CVP2 y M.hyo, por lo que no hay riesgo de
contaminacion o trabajo adicional asociado a la mezcla y no hay requisitos del uso de la mezcla en unas pocas
horas. También, un componente CVP2/M.hyo en un frasco corta el malgasto y el espacio de almacenamiento en el
refrigerador a la mitad.

En algunas realizaciones, el componente antigeno de CVP2 de una vacuna de combinacion CVP2/M.hyo/SRRP esta
en forma de un circovirus quimérico tipo 1-tipo 2. El virus quimérico incluye un circovirus porcino tipo 1 recombinante
inactivado que expresa la proteina ORF2 del circovirus porcino tipo 2. Los circovirus porcinos quiméricos y los
procedimientos para su preparacion se describen en el documento WO 03/049703 A2 y también en las Patentes de
EE.UU. N.°7.279.166 y 7.575.752, que se incorporan en el presente documento como referencia en su totalidad.

En una realizacion, la secuencia de ADN de longitud completa del genoma del virus CVP1-2 quimérico corresponde
a SEQ ID NO: 5 o variantes de la misma, como se describe a continuacion. En otra realizacion, el gen de la capside
de ORF2 inmunogénica del virus CVP1-2 quimérico corresponde a SEQ ID NO: 6. En una realizacion adicional, la
secuencia de aminoacidos de la proteina ORF2 inmunogénica expresada por el virus CVP1-2 quimérico corresponde
a SEQ ID NO: 7.

En adn ofra realizacion, la secuencia de ADN de longitud completa del genoma del virus CVP1-2 quimérico
corresponde a SEQ ID NO: 8. En una realizacion, el gen de la capside de ORF2 inmunogénica del virus CVP1-2
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quimérico corresponde a SEQ ID NO: 9. En una realizacion adicional, la secuencia de aminoacidos de la proteina
ORF2 inmunogénica expresada por el virus CVP1-2 quimérico corresponde a SEQ ID NO: 10.

Sin embargo, el ADN vy la proteina de ORF2 del CVP2 del virus PVC1-2 quimérico no se limitan a las secuencias
descritas anteriormente ya que el ADN y la proteina de ORF2 del CVP2 es un dominio altamente conservado dentro
de los aislados del CVP2.

En algunas realizaciones, el componente antigeno de CVP2 de una vacuna de combinacion CVP2/M.hyo/SRRP esta
en forma de una proteina ORF2 recombinante. En una realizacion, la proteina ORF2 recombinante se expresa a
partir de un vector de baculovirus. Como alternativa, pueden usarse otros vectores de expresion conocidos, tales
como incluyendo, pero no limitados a, vectores parapox.

En una realizacion, la proteina ORF2 del CVP2 recombinante es aquella de SEQ ID NO: 11, que esta codificada por
SEQ ID NO: 12 (N.° de Acceso de GenBank AF086834). En otra realizacion, la proteina ORF2 recombinante es
aquella de SEQ ID NO: 13, que esta codificada por SEQ ID NO: 14. En aun otra realizacion, la proteina ORF2
recombinante corresponde a SEQ ID NO: 15. En adn otra realizacion, la proteina ORF2 del CVP2 recombinante
corresponde a SEQ ID NO: 7. En aun una realizacion adicional, la proteina ORF2 del CVP2 recombinante
corresponde a SEQ ID NO: 10.

Sin embargo, La presente invencién no esta limitada a las secuencias de ADN y de proteina de ORF2 particulares
descritas anteriormente. Ya que el ADN y la proteina de ORF2 del CVP2 es un dominio altamente conservado dentro
de los aislados de CVP2, cualquier ORF2 del CVP2 es altamente probable que sea eficaz como la fuente del ADN
y/o el polipéptido de ORF2 del CVP2 como se usa en el virus CVP1-2 quimérico o en la proteina CV2P
recombinante.

Un ejemplo de un aislado de CVP2 adecuado del que pueden derivar las secuencias de ADN y de proteina de ORF2
del CVP2 es el nimero de aislado 40895 de CVP2 (depositado en la ATCC el 7 de diciembre de 2001 y asignado la
Designacion de Depdésito de Patente de ATCC PTA-3914). La secuencia gendmica (de nucledtidos) del nimero de
aislado 40895 de CVP2 esta disponible bajo el numero de acceso de GenBank AF264042. Otros ejemplos de
aislados de CVP2 adecuados de los que pueden derivar las secuencias de ADN y de proteina de ORF2 del CVP2
incluyen, pero no se limitan a, los siguientes: Imp.999, Imp.1010-Stoon, Imp.1011-48121 e Imp.1011-48285. Los
numeros de acceso de GenBank de las secuencias gendmicas que corresponden a estos aislados del CVP2 son
AF055391, AF055392, AF055393 y AF055394, respectivamente.

En algunas formas, las porciones inmunogénicas de la proteina ORF2 del CVP2 se usan como el componente
antigénico en la composicion. Por ejemplo, pueden emplearse formas truncadas y/o sustituidas o fragmentos de la
proteina ORF2 del CVP2 en las composiciones de la presente invencion.

Se entiende por aquellos expertos en la materia que las variantes de las secuencias del CVP2 pueden emplearse en
las composiciones de la presente invencion. Tales variantes podrian variar tanto como un 10-20 % en identidad de
secuencia y todavia retener las caracteristicas antigénicas que las hacen utiles en composiciones inmunogénicas.
Preferentemente, las variantes del CVP2 tienen al menos un 80 %, preferentemente al menos un 85 %, mas
preferentemente al menos un 90 %, incluso mas preferentemente al menos un 95 % de identidad de secuencia con
la secuencia genomica de longitud completa del aislado del CVP2 de tipo silvestre. Las caracteristicas antigénicas
de una composicion inmunolégica pueden, por ejemplo, estimarse por el experimento de la prueba de provocacion
como se proporciona en los Ejemplos. Ademas, la caracteristica antigénica de un antigeno del CVP2 modificado
todavia se retiene cuando el antigeno modificado confiere al menos un 70 %, preferentemente un 80 %, mas
preferentemente un 90 % de la inmunidad protectora en comparaciéon con la proteina ORF2 del CVP2 de tipo
silvestre.

El componente antigeno del CVP2 se proporciona en la composicién inmunogénica a un nivel de inclusion de
antigeno eficaz para inducir la respuesta inmune deseada, es decir reducir la incidencia de o disminuir la gravedad
de los signos clinicos que resultan de la infeccion del CVP2.

En una realizacion, se incluye un virus CVP1-2 quimérico en las composiciones trivalentes de la invencién a un nivel
de al menos 1,0 < PR < 5,0, en el que PR es la unidad de Potencia Relativa determinada por cuantificacion de
antigeno por ELISA (ensayo de potencia in vitro) en comparacion con una vacuna de referencia. En otra realizacion,
se incluye un virus CVP1-2 quimérico en la composicion de la invencién a una concentracion final de
aproximadamente el 0,5 % a aproximadamente el 5 % del antigeno CVP1-2 a granel concentrado 20 veces (20X).

En ofra realizacion, la proteina recombinante ORF2 del CVP2 se incluye en las composiciones trivalentes de la
invencion a un nivel de al menos 0,2 yg de antigeno/ml de la composicion inmunogénica final (ug/ml). En una
realizacién adicional, el nivel de inclusién de la proteina recombinante ORF2 del CVP2 es de aproximadamente 0,2 a
aproximadamente 400 ug/ml. En aun otra realizacion, el nivel de inclusiéon de la proteina recombinante ORF2 del
CVP2 es de aproximadamente 0,3 a aproximadamente 200 ug/ml. En aun una realizacion adicional, el nivel de
inclusion de la proteina recombinante ORF2 del CVP2 es de aproximadamente 0,35 a aproximadamente 100 pyg/ml.
En aun otra realizacion, el nivel de inclusién de la proteina recombinante ORF2 del CVP2 es de aproximadamente
0,4 a aproximadamente 50 pg/ml.
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En una realizacién, una composicion inmunogénica trivalente de la presente invencion incluye la combinacion de la
invencion de antigenos solubles de M.hyo, un antigeno de circovirus porcino tipo 2 (CVP2) y un antigeno de virus del
SRRP. En otra realizacion, la composicion provoca una respuesta inmune en un cerdo contra M.hyo, CVP2 y el virus
de SRRP.

En una realizacion, se proporciona una vacuna de combinacién de CVP2/M.hyo/SRRP como una vacuna monodosis
en 2 frascos. Por ejemplo, en algunas realizaciones, se proporciona una combinacion de CVP2/M.hyo como una
composicion liquida estable en un primer frasco y un virus del SRRP se proporciona en un estado liofilizado en un
segundo frasco. En algunas realizaciones, los antigenos porcinos adicionales pueden afiadirse a cualquiera del
primer o el segundo frascos.

En una realizacién, el componente del virus del SRRP se proporciona como un virus vivo liofilizado modificado
genéticamente. Antes de la administracion, el liquido CVP2/M.hyo de un primer frasco puede usarse para rehidratar
el virus del SRRP en un segundo frasco de tal manera que los tres antigenos pueden administrarse al animal en
monodosis. Notese que aunque actualmente existen vacunas de combinacion de CVP2/M.hyo/SRRP, se
proporcionan como una vacuna monodosis en 3 frascos que requiere la administracion simultanea de las tres
vacunas separadas (por ejemplo, Ingelvac CircoFLEX®, Ingelvac MycoFLEX® e Ingelvac®PRRS MLV).

El agente etiolégico SRRP se aisld por primera vez en los Paises Bajos y se llamoé virus de Lelystad. Este virus se
describio en el documento WO 92/21375 (Stichting Centraal Diegeneeskundig Instituut). Un aislado del virus del
SRRP europeo se depositdé en el Institut Pasteur de Paris, nimero 1-1102. El tipo norteamericano se aislé casi
simultaneamente con el aislamiento del virus tipo europeo y se describe en el documento WO-93/03760 (Collins y
col.). Un aislado del virus tipo norteamericano se deposité en la American Type Culture Collection (ATCC), nimero
VR-2332.

Se han aislado diferentes cepas tanto de los tipos de virus europeos como norteamericanos. El documento WO
93/07898 (Akzo) describe una cepa europea y vacunas derivadas de la misma, depositada en el CNCM (Institut
Pasteur), nimero 1-1140. También, el documento WO 93/14196 (Rhone-Merieux) describe una nueva cepa aislada
en Francia, depositada en el CNCM (Institut Pasteur), nimero 1-1153. Adicionalmente, EP0595436 B1 (Solvay)
describe una nueva cepa tipo norteamericana, mas virulenta que la una inicialmente descrita, y vacunas de la
misma. Esta cepa se ha depositado en la ATCC, pero el nimero de depdsito no se detalla en la solicitud de patente.
Ademas, el documento ES2074950 BA (Cyanamid lIberica) y su homdlogo GB2282811 B2 describen una
denominada "cepa espafiola”, que es diferente de otras cepas europeas y norteamericanas. Esta "cepa espafiola" se
ha depositado en la European Animal Cell Culture Collection (EACCC), nimero V93070108.

Los antigenos del virus del SRRP adecuados para su uso en las composiciones de CVP2/M.hyo/SRRP de la
presente invencion incluyen aislados del virus del SRRP norteamericano, cepas del virus del SRRP chino y cepas
del virus del SRRP europeo, asi como versiones modificadas genéticamente de tales aislados/cepas. En una
realizacion, el componente antigeno del virus del SRRP empleado en las composiciones de acuerdo con la presente
invencion es un virus del SRRP norteamericano.

En algunas realizaciones, el componente antigeno del virus del SRRP empleado en las composiciones de la
presente invencion es el aislado del virus SRRP norteamericano designado P129 o una version viva modificada
genéticamente del mismo. Preferentemente, el virus del SRRP modificado genéticamente es incapaz de producir
una infeccién patogénica aunque es capaz de provocar una respuesta inmunoprotectora eficaz contra el virus del
SRRP de tipo silvestre.

Un virus del SRRP modificado genéticamente para su uso en las composiciones de la invencion puede producirse a
partir de un clon infeccioso. La preparacion de un clon de ADNc infeccioso del aislado del virus del SRRP
norteamericano designado P129 se describe en la Pat. de EE.UU. N.° 6.500.662 que se incorpora de esta manera
completamente por referencia. La secuencia del ADNc de P129 se desvela en el Numero de Acceso de Genbank
AF494042 y en la Pat. de EE.UU. N.° 6.500.662.

En una realizacién, la secuencia de nucleétidos de una forma no virulenta de P129 para su uso en las
composiciones de la presente invencion se representa por SEQ ID NO: 16. Sin embargo, la presente invencion no se
limita a esta secuencia. Esta secuencia y las secuencias de otras formas no virulentas de P129 se describen en la
Solicitud Internacional N.° PCT/IB2011/055003, presentada el 9 de noviembre de 2011, los contenidos de la cual
(incluyendo cualquier presentacion de Fase Nacional de EE.UU. basada en esta Solicitud Internacional) se
incorporan en el presente documento por referencia en su totalidad. Preferentemente, el virus del SRRP se modifica
para evitar la regulacion negativa de la funcion mediada por interferon.

En ofras realizaciones, el componente antigeno del virus del SRRP empleado en las composiciones de la presente
invencion es el aislado del virus SRRP designado ISU-55. El aislado ISU-55 se deposité en la American Type
Culture Collection (ATCC), bajo el numero de acceso VR2430. La secuencia de nucleétidos de los genes ORF2 a
ORF5 del aislado ISU-55 se representa por SEQ ID NO: 17. La secuencia de nucleétidos de los genes ORF6 y
ORF7 del aislado ISU-55 se representa por SEQ ID NO: 18.

Otro aislado del virus del SRRP norteamericano adecuado que puede usarse en las composiciones es ISU-12, que
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se depositd en la ATCC bajo los numeros de acceso VR2385 [3 x purificados en placa] y VR2386 [no purificados en
placa]. Aun otros aislados del virus del SRRP norteamericano adecuados que pueden emplearse en las
composiciones de la presente invencion son los siguientes: ISU-51, ISU-3927, ISU-1894, ISU-22 e ISU-79, que se
depositaron en la ATCC bajo los numeros de acceso VR2498, VR2431, VR2475, VR2429 y VR2474,
respectivamente. Las versiones modificadas genéticamente de cualquiera de estos aislados ISU pueden emplearse
en las composiciones de la presente invencion. Estos aislados ISU y el aislado ISU-55 se describen en detalle en las
siguientes patentes de EE.UU. de Paul y col.: US 5.695.766, 6.110.467, 6.251.397. 6.251.404, 6.380.376, 6.592.873,
6.773.908, 6.977.078, 7.223.854, 7.264.802, 7.264.957 y 7.517.976, todos los cuales se incorporan en el presente
documento por referencia en su totalidad.

En aun otras realizaciones, el componente antigeno del virus del SRRP empleado en las composiciones de acuerdo
con la presente invencion es el tipo norteamericano depositado en la American Type Culture Collection (ATCC),
numero VR-2332 o una version modificada genéticamente del mismo. Por ejemplo, el virus del SRRP puede ser un
virus vivo modificado a base del aislado identificado como ATCC VR2332, que se emplea en INGELVAC® PRRS
ATP e INGELVAC® PRRS MLV, de Boehringer Ingelheim Vetmedica, Inc.

En aun otras realizaciones, el componente antigeno del virus del SRRP empleado en las composiciones de la
presente invencion es un aislado del virus SRRP europeo o el virus de Lelystad o una version modificada
genéticamente de los mismos. Un ejemplo de una cepa del virus del SRRP adecuada se identifica como N.° de
depdsito 1-1102, descrita anteriormente. Las secuencias de nucledtidos y de aminoacidos que corresponden al
deposito 1-1102 se describen en la patente de EE.UU. n.° 5.620.691 de Wensvoort y col., que se incorpora de esta
manera completamente en el presente documento por referencia. La preparacién de un clon de infeccioso del
aislado del virus del SRRP europeo o el virus de Lelystad se describe en la Pat. de EE.UU. N.° 6.268.199 que se
incorpora de esta manera completamente en el presente documento por referencia.

Otros ejemplos de aislados del virus del SRRP adecuados incluyen, pero no se limitan a, aquellos descritos
anteriormente. También, pueden emplearse versiones vivas modificadas genéticamente de los aislados del virus del
SRRP en las composiciones de la presente invencion. Un clon infeccioso puede usarse para recrear tales
organismos vivos modificados genéticamente.

Se entiende por aquellos expertos en la materia que las variantes de las secuencias del virus del SRRP pueden
emplearse en las composiciones de la presente invencion. Tales variantes podrian variar tanto como un 10-20 % en
identidad de secuencia y todavia retener las caracteristicas antigénicas que las hacen utiles en composiciones
inmunogénicas. Preferentemente, las variantes del virus del SRRP tienen al menos un 80 %, preferentemente al
menos un 85 %, mas preferentemente al menos un 90 %, incluso mas preferentemente al menos un 95 % de
identidad de secuencia con la secuencia genémica de longitud completa del aislado del virus del SRRP de tipo
silvestre. Las caracteristicas antigénicas de una composicion inmunoldgica pueden, por ejemplo, estimarse por
experimentos de prueba de provocacion. Ademas, la caracteristica antigénica de un antigeno del virus del SRRP
modificado todavia se retiene cuando el antigeno modificado confiere al menos un 70 %, preferentemente un 80 %,
mas preferentemente un 90 % de la inmunidad protectora en comparacion con el antigeno del virus del SRRP de
tipo silvestre.

En una realizacién, el componente antigeno del virus del SRRP es un virus vivo modificado genéticamente que se
incluye en las composiciones de la invencion a un nivel de al menos 2,1 < DICTs < 5,2, en la que DICTsg es la dosis
al 50 % infecciosa de cultivo tisular determinada por cuantificacién de antigeno (ensayo de potencia in vitro).

El componente antigeno de CVP2 de las composiciones CVP2/M.hyo/SRRP de la invenciéon puede estar en forma
de un circovirus quimérico tipo 1-tipo 2, incluyendo el virus quimérico un circovirus porcino tipo 1 recombinante
inactivado que expresa la proteina ORF2 del circovirus porcino tipo 2. En otra realizacion, el componente antigeno
de CVP2 de las composiciones CVP2/M.hyo/SRRP de la invencion estda en forma de una proteina ORF2
recombinante.

Los antigenos de CVP2 adecuados para su uso en las composiciones CVP2/M.hyo/SRRP pueden derivar de
cualquiera de los aislados de CVP2 descritos anteriormente, asi como otros aislados de CVP2. Los antigenos de
PCV2 adecuados a emplearse en las composiciones de la presente invencion incluyen, pero no se limitan a, las
secuencias de CVP2 descritas anteriormente y variantes de las mismas.

Las vacunas de la presente invencion pueden formularse después de la convencion aceptada de incluir portadores
aceptables para animales, incluyendo humanos (si es aplicable), tales como tampones convencionales,
estabilizantes, diluyentes, conservantes y/o solubilizantes y también pueden formularse para facilitar la liberacion
sostenida. Los diluyentes incluyen agua, solucion salina, dextrosa, etanol, glicerol y similares. Los aditivos para la
isotonicidad incluyen cloruro sdédico, dextrosa, manitol, sorbitol y lactosa, entre otros. Los estabilizantes incluyen
albumina, entre otros. Otros vehiculos y aditivos de vacuna adecuados, incluyendo aquellos que son particularmente
utiles en la formulacion de vacunas vivas modificadas, son conocidos o seran evidentes para aquellos expertos en la
materia. Véanse, por ejemplo, Remington’s Pharmaceutical Science, 18a ed., 1990, Mack Publishing, que se
incorpora en el presente documento por referencia.
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Las vacunas de la presente invencion pueden comprender ademas uno o mas componentes inmunomoduladores
adicionales tales como, por ejemplo, un adyuvante o una citocina, entre otros. Los tipos de adyuvantes adecuados
para su uso en las composiciones de la presente invencion incluyen los siguientes: un adyuvante de aceite en agua,
un adyuvante de polimero y agua, un adyuvante de agua en aceite, un adyuvante de hidroxido de aluminio, un
adyuvante de vitamina E y combinaciones de los mismos. Algunos ejemplos especificos de adyuvantes incluyen,
pero no se limitan a, adyuvante de Freund completo, adyuvante de Freund incompleto, Corynebacterium parvum,
Bacilo de Calmette Guerin, gel de hidroxido de aluminio, glucano, sulfato de dextrano, 6xido de hierro, alginato
sodico, Adyuvante Bacto, ciertos polimeros sintéticos tales como poliaminoacidos y copolimeros de aminoacidos,
Copolimero en bloque (CytRx, Atlanta, Ga.), QS-21 (Cambridge Biotech Inc., Cambridge Mass.), SAF-M (Chiron,
Emeryville Calif.), adyuvante AMPHIGEN®, saponina, Quil A u otra fraccion de saponina, monofosforil lipido A y
adyuvante Avridine de lipido-amina (N,N-dioctadecil-N’,N’-bis(2-hidroxietil)-propanodiamina), "REGRESSIN"
(Vetrepharm, Athens, Ga.), aceite de parafina, sistema adyuvante RIBI (Ribi Inc., Hamilton, Mont.), dipéptido de
muramilo y similares.

Los ejemplos no limitantes de emulsiones de aceite en agua utiles en la vacuna de la invencién incluyen
formulaciones de SEAM62 y SEAM 1/2 modificadas. SEAM62 modificada es una emulsion de aceite en agua que
contiene un 5 % (v/v) de escualeno (Sigma), un 1 % (v/v) de detergente SPAN® 85 (ICl Surfactants), un 0,7 % (v/v)
de detergente TWEEN® 80 (ICI Surfactants), un 2,5 % (v/v) de etanol, 200 pug/ml de Quil A, 100 pg/ml de colesterol y
un 0,5 % (v/v) de lecitina. SEAM 1/2 modificada es una emulsién de aceite en agua que comprende un 5 % (v/v) de
escualeno, un 1 % (v/v) de detergente SPAN® 85, un 0,7 % (v/v) de detergente Tween 80, un 2,5 % (v/v) de etanol,
100 pg/ml de Quil A'y 50 pg/ml de colesterol.

Otro ejemplo de un adyuvante util en las composiciones de la invencion es el aceite SP. Como se usa en la memoria
descriptiva y en las reivindicaciones, la expresion "aceite SP" designa una emulsidon de aceite que comprende un
copolimero en bloque de polioxietileno-polioxipropileno, escualano, monooleato de polioxietilen sorbitan y una
solucién salina tamponada. Los copolimeros en bloque de polioxietileno-polioxipropileno son tensioactivos que
ayudan en la suspension de componentes sélidos y liquidos. Estos tensioactivos estan disponibles en el mercado
como polimeros bajo la marca comercial Pluronic®. El tensioactivo preferido es poloxamero 401 que esta disponible
en el mercado bajo la marca comercial Pluronic® L-121. En general, la emulsion de aceite SP es una mezcla
adyuvante inmunoestimulante que comprendera aproximadamente un 1 a un 3 % vol/vol de copolimero en bloque,
aproximadamente un 2 a un 6 % vol/vol de escualano, de forma mas particular aproximadamente un 3 a un 6 %
vol/vol de escualano y aproximadamente un 0,1 a un 0,5 % vol/vol de monooleato de polioxietilen sorbitan, siendo el
resto una solucién salina tamponada. En una realizacién, la emulsién de aceite SP esta presente en la composicion
final en cantidades en v/v de aproximadamente un 1 % a un 25 %, preferentemente de aproximadamente un 2 % a
un 15 %, mas preferentemente de aproximadamente un 5 % a un 12 % vi/v.

Aun otro ejemplo de un adyuvante adecuado para su uso en las composiciones de la invencion es el adyuvante
AMPHIGEN™ que consiste en lecitina sin aceite disuelva en un aceite, habitualmente parafina liquida ligera.

Otros ejemplos de adyuvantes Utiles en las composiciones de la invencién son los siguientes adyuvantes
patentados: sistema adyuvante de emulsién dual Microsol Diluvac Forte®, adyuvante Emunade y adyuvante Xsolve.
Tanto el adyuvante Emunade como el Xsolve son emulsiones de aceite mineral ligero en agua, pero Emunade
contiene también alhidrogel y acetato de d,l-a-tocoferilo es parte del adyuvante XSolve. Un ejemplo todavia adicional
de un adyuvante adecuado para su uso en las composiciones de la invencion es el adyuvante ImpranFLEX™ (un
adyuvante de agua en aceite). Un ejemplo todavia adicional de un adyuvante adecuado es un adyuvante basado en
Carbémero (Carbopol®). Los adyuvantes Carbopol® preferidos incluyen polimero Carbopol® 934 y polimero
Carbopol®941.

En una realizacion, el adyuvante o la mezcla adyuvante se afiaden en una cantidad de aproximadamente 100 ug a
aproximadamente 10 mg por dosis. En otra realizacion, el adyuvante/la mezcla adyuvante se afaden en una
cantidad de aproximadamente 200 pug a aproximadamente 5 mg por dosis. En aun ofra realizacién, el adyuvante/la
mezcla adyuvante se afiaden en una cantidad de aproximadamente 300 pg a aproximadamente 1 mg/dosis.

El adyuvante o la mezcla adyuvante estan tipicamente presentes en la composicion de vacuna de la invencion en
cantidades en v/v de aproximadamente un 1 % a un 25 %, preferentemente de aproximadamente un 2 % a un 15 %,
mas preferentemente de aproximadamente un 5 % a un 12 % v/v.

Otros "inmunomoduladores" que pueden incluirse en la vacuna incluyen, por ejemplo, una o mas interleucinas,
interferones u otras citocinas conocidas. En una realizacion, el adyuvante puede ser un derivado de ciclodextrina o
un polimero polianidnico, tales como aquellos descritos en las Pat. de EE.UU. n.° 6.165.995 y 6.610.310,
respectivamente.

Un aspecto adicional se refiere a un procedimiento para preparar una composicién inmunogénica de acuerdo con la
presente invencion. Este procedimiento comprende i) cultivar M.hyo en un medio adecuado durante periodos que
varian de 18-144 horas; ii) posteriormente inactivar el cultivo de M. hyo; iii) cosechar el fluido de cultivo inactivado,
en el que el fluido de cultivo inactivado comprende tanto una fraccién liquida soluble como un material celular
insoluble; iv) separar la fraccion liquida soluble del material celular insoluble por centrifugacion, por filtracién o por
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precipitacion; v) retirar sustancialmente tanto la IgG como los inmunocomplejos de antigeno/inmunoglobulina de la
fraccion liquida soluble separada para formar el sobrenadante de cultivo de M. hyo libre tanto de (i) IgG como de (ii)
inmunocomplejos comprendidos por antigeno unido a inmunoglobulina; y vi) posteriormente combinar el
sobrenadante con un antigeno de CVP2 y un antigeno del virus de SRRP. En algunas realizaciones, la etapa vi)
incluye combinar una composicion liquida lista para su uso que incluye tanto el antigeno de CVP2 como la porcién
soluble de M.hyo con un antigeno del virus de SRRP liofilizado.

Un ejemplo de un medio adecuado para cultivar M.hyo es Caldo PPLO (Base de Caldo de Mycoplasma), que cuando
se suplementa con enriquecimiento nutritivo, se usa para aislar y cultivar Mycoplasma.

En algunas realizaciones, el cultivo de M.hyo se hace crecer hasta la fase de crecimiento logaritmica tardia, después
de la cual el cultivo se inactiva. En algunas realizaciones distintas, el cultivo se inactiva elevando el pH (por ejemplo,
a aproximadamente 7,8). Esto se produce exponiendo el cultivo de producciéon a un agente de inactivacion, tales
como etilenimina binaria (EIB). La EIB se genera in situ durante la incubacion de bromhidrato de L-bromoetilamina
(BEA) en el cultivo de produccion. Posteriormente, el pH del cultivo inactivado se neutraliza, tal como afiadiendo una
cantidad equivalente de un agente que neutralice el agente de inactivacion dentro de la soluciéon. En algunas
realizaciones, el agente de inactivacion es EIB y el agente de neutralizacion es tiosulfato sédico. En una realizacion,
el pH del cultivo inactivado se ajusta a aproximadamente 7,4 afiadiendo tiosulfato sédico.

La fraccion liquida soluble de la preparacion de células enteras M.hyo se separa del material celular insoluble
usando procedimientos convencionales. En una realizacion, esta separacion es mediante una etapa de filtracion. En
otra realizacion, esta separacion es mediante una etapa de centrifugacion. En aun otra realizacion, la separacion es
mediante una etapa de precipitacion.

En una realizacién, la fraccion liquida soluble de una preparacion de células enteras de M.hyo inactivadas
neutralizadas se trata con resina de Proteina A para retirar sustancialmente tanto la IgG como los inmunocomplejos
de antigeno/inmunoglobulina en la misma. En otras realizaciones, puede usarse resina de Proteina G para retirar
sustancialmente tanto la IgG como los inmunocomplejos de antigeno/inmunoglobulina contenidos en la fraccion
liquida soluble. Los procedimientos para retirar tanto la IgG como los inmunocomplejos de antigeno/inmunoglobulina
bien con resinas de Proteina A o de Proteina G se conocen bien en la técnica.

De acuerdo con un aspecto adicional, el procedimiento para preparar una composicién inmunogénica trivalente de
acuerdo con la presente invencion comprende preparar el antigeno de M.hyo soluble como se describe
anteriormente y mezclar éste con un antigeno de CVP2, un antigeno del virus del SRRP, un adyuvante adecuado y
uno o mas portadores farmacéuticamente aceptables. Este procedimiento incluye opcionalmente combinar el
antigeno de CVP2 y el antigeno de M.hyo soluble para formar una composicion divalente y posteriormente afadir
esta composicion divalente a una composicion de antigeno del virus del SRRP monovalente para formar la
composicion trivalente.

Un aspecto de la presente invencion se refiere a un kit. Un "kit" se refiere a una pluralidad de componentes que se
agrupan juntos. En una realizacién, un kit de acuerdo con la presente invencion incluye un primer frasco (u otro
receptaculo adecuado) que comprende una composicion que comprende el sobrenadante de un cultivo de
Mycoplasma hyopneumoniae (M.hyo); y un antigeno de circovirus porcino tipo 2 (CVP2), en el que el sobrenadante
del cultivo de M.hyo se ha separado del material celular insoluble por centrifugacion, por filtracion o por precipitacion
y esta libre tanto de (i) IgG como de (ii) inmunocomplejos de antigeno/inmunoglobulina; y un segundo frasco que
contiene el antigeno del virus de SRRP. En una realizacion, el kit incluye ademas un manual de instrucciones.

En algunas realizaciones, la combinacion CVP2/M.hyo en el primer frasco del kit se proporciona como una
composicion liquida lista para su uso. En realizaciones adicionales, el antigeno del virus de SRRP esta en forma de
un virus vivo modificado genéticamente que se proporciona en un estado liofilizado. En tales casos, el manual de
instrucciones incluira las directrices para rehidratar el componente del virus del SRRP en el segundo frasco con los
contenidos liquidos del primer frasco que contiene la combinacién CVP2/M.hyo. El manual de instrucciones incluira
también preferentemente las directrices para administrar los contenidos combinados del primer y el segundo frascos
al cerdo.

En algunas realizaciones, una composicién inmunogénica de acuerdo con la presente invencién se administra a los
cerdos que tienen anticuerpos derivados maternos contra al menos uno de M.hyo, CVP2 y el virus de SRRP. En
otras realizaciones, una composicidon inmunogénica de la presente invencion se administra a los cerdos que tienen
anticuerpos derivados maternos contra M.hyo, CVP2 y el virus de SRRP.

En algunas realizaciones, una composicion inmunogénica trivalente de acuerdo con la presente invencion se
administra a un lechoén con la edad de 3 semanas o mas mayor. Sin embargo, se contempla que una composicién de
vacuna trivalente de acuerdo con la invencién pueda usarse también para revacunar a cerdas jovenes antes de
cruzarlas. Como se sabe en la técnica, una cerda joven es un cerdo hembra que nunca ha estado prefiada. Las
cerdas joévenes vacunadas pasaran los anticuerpos derivados maternos a sus recién nacidos amamantados a través
del calostro.

Se contempla ademas que una vacuna trivalente de acuerdo con la invencién pueda usarse para revacunar
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anualmente a las piaras de cria. Preferentemente, una vacuna trivalente de acuerdo con la presente invencion se
administra a cerdos (por ejemplo, lechones o cerdas jovenes) en una dosis. En una realizacion, una vacuna
multivalente de acuerdo con la presente invenciéon no requiere la mezcla de las vacunas monovalentes CVP2 y
M.hyo separadas antes de la administracion, es decir, el componente CVP2/M.hyo se proporciona como una
formulacién lista para su uso contenida en un frasco. En otra realizaciéon, una formulacién multivalente requiere la
mezcla de una vacuna CVP2/M.hyo divalente contenida en un primer frasco con una vacuna del SRRP monovalente
contenida en un segundo frasco. Opcionalmente, pueden afadirse antigenos adicionales a cualquiera de estos
frascos.

En algunas realizaciones, la aparicion de la inmunidad es de 2-3 semanas post-vacunacion con una composicion de
vacuna trivalente de acuerdo con la presente invencion. En otras realizaciones, la duracién de la inmunidad es de
17-23 semanas post-vacunacién con una composicién de vacuna trivalente de acuerdo con la presente invencion.

Los siguientes ejemplos exponen materiales y procedimientos preferidos de acuerdo con la presente invencion. Sin
embargo, ha de entenderse que estos ejemplos se proporcionan solamente a modo de ilustracién y ninguno en los
mismos debe considerarse una limitacion del ambito global de la invencion.

Ejemplos

Ejemplo 1: Procedimientos de produccion de Mycoplasma hyopneumoniae para el antigeno de M.hyo
combinable con CVP2

Fermentacién e inactivacion de M.hyo

El medio para la extension de semillas y la produccion de antigenos se preparé como sigue. Se fabricoé un Caldo de
Organismo parecido a Pleuroneumonia derivado de corazén de Porcino (PPLO, por sus siglas en inglés) (BD
Biosciences N.° de catalogo 21498) segun las directrices del fabricante (es decir, 21 g/l) y la solucién de extracto de
levadura se fabrico a 21 g/l en USP. La solucion del extracto de levadura se afiadié después al PPLO al 6,25 % y la
mezcla se esterilizd calentando a 121 °C durante = 30 minutos. Se prepar6 clorhidrato de cisteina a 90 g/l y se
esterilizd por filtracion. La solucién de dextrosa se fabricé afiadiendo 450 g de dextrosa por litro de agua USP
seguido de esterilizacion por calor. Para preparar el medio final, se afiadié suero porcino al medio base al 10 %
seguido de cisteina al 0,01 % y dextrosa al 1,0 %. EI medio se inocul6 con un 10 % v/v de un cultivo en fase log de
M. hyopneumoniae (cepa P-5722-3). El cultivo se mantuvo a 37 °C y el pH y dO se mantuvieron a 7,0 y al 25 %,
respectivamente. En la fase log de crecimiento tardia, el cultivo se inactivdé por etilenimina binaria (EIB), un
compuesto aziridina, producido a partir de bromhidrato de 2-bromoetilamina. De forma especifica, la inactivaciéon se
produjo elevando el pH a 7,8 afiadiendo bromhidrato de 2-bromoetilamina (BEA) a una concentracion final de 4 mM
e incubando durante 24 horas. La EIB se neutralizé6 mediante la adicion de tiosulfato sédico a una relacién molar 1:1
seguido de 24 horas de incubacion adicionales. El fluido de cultivo inactivado se mantuvo a 2-8 °C hasta el
procesamiento adicional.

Ejemplo 2: Procedimientos de produccion del Circovirus porcino quimérico (CVPq)1-2

El CVPq1-2 se construyd clonando el gen de la capside inmunogénica del circovirus porcino patogénico tipo 2
(CVP2) en el esqueleto gendmico del circovirus porcino no patogénico tipo 1 (CVP1). El procedimiento para la
construccion del clon de ADN quimérico se describe, por ejemplo, la Patente de EE.UU. N.° 7.279.166, que se
incorpora en el presente documento por referencia en su totalidad. Un almacén infeccioso del virus quimérico se
adquirié del Dr. X. J. Meng, Virginia Polytechnic Institute and State University, Blacksburg, VA y se us6 para infectar
células de Rifion Porcino (PK)-15 crecidas en medio esencial minimo (MEM) suplementado con hidrolisado de
lactalbumina (LAH) al 0,05 %, 30 pug/ml de sulfato de gentamicina y suero bovino fetal al 5 %. Las células PK-15
infectadas con CVPq1-2 resultantes se expandieron adicionalmente por pasajes en serie cuatro veces mas usando
el mismo medio de crecimiento excepto con suero bovino fetal al 2-3 %. El quinto pasaje se congelo, se descongelo
y se filtré y los lisados resultantes se usaron para preparar una pre-semilla maestra y posteriormente una semilla
maestra.

El medio que se uso para producir semillas de virus fue el mismo que se us6 en la produccion del almacén de virus.
Para el medio de crecimiento, MEM, OptiMEM o equivalente es el medio basal que puede usarse para plantar la
linea celular PK-15 para la excrecencia. El medio de crecimiento puede suplementarse con hasta un 10 % de suero
bovino, hasta un 0,5 % de hidrolizado de lactalbumina, hasta un 0,5 % de albumina de suero bovino y hasta 30 pg/ml
de gentamicina. Para el medio de propagacion del virus, se usa MEM, OptiMEM o equivalente. El medio de
propagacion del virus puede suplementarse con hasta un 0,5 % de hidrolizado de lactalbumina, hasta un 2 % de
suero bovino, hasta un 0,5 % de albumina de suero bovino y hasta 30 pg/ml de gentamicina. Pueden afadirse hasta
5 g/l de glucosa y hasta 5 mmol/l de L-glutamina al medio de crecimiento y/o al medio de propagacion del virus
segun se requiera para sostener las células.

La semilla maestra de virus del CVPq1-2 se afiade a una suspension celular de células PK-15 y se adsorbe durante
hasta 3 horas. La semilla del virus se diluye en medio basal de crecimiento para proporcionar una multiplicidad de
infeccion (MDI) de 0,1 - 0,0001.
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Los cultivos de células PK-15 se inoculan inicialmente con semilla de virus de trabajo en el momento de la siembra
celular o cuando las células alcanzan aproximadamente una confluencia del 20 % al 50 %. Este pasaje inicial puede
denominarse "Procedimiento de infeccién en una Unica etapa" para la produccién de almacén de antigeno o puede
usarse ademas para pasajes en serie. Para pasajes en serie, las células PK-15 infectadas con CVPq1-2 se
expanden adicionalmente hasta el pasaje 7 por divisiones en serie a la relacién de 1:5-20 para la propagacion del
virus. El medio de cultivo que contiene una suspension de células infectadas del pasaje previo sirve como un
material semilla para el siguiente pasaje. Las células infectadas con CVPq1-2 se incuban durante tres (3) a 14 dias
para cada pasaje a 36 + 2 °C cuando las células alcanzan = 90 % de confluencia. El virus CVPq1-2 provoca cambios
citopaticos observables durante la replicacion virica. En la cosecha, se observa un redondeo de las células y restos
flotantes considerables. Los cultivos se observan también para la evidencia visual de contaminaciéon bacteriana o
fungica. El tiempo de incubacién entre cosechas para el antigeno del CVPq se proporciona en la Tabla 1 a
continuacion:

Tabla 1 Tiempos minimos y maximos para cosechar el antigeno del CVPq

Procedimiento Tiempo minimo / maximo | Intervalo de temperatura
Infeccién en una Unica etapa 5 a 16 dias 36+2°C
Pasaje en serie (MSV + 3a MSV + 7)| 16 a 36 dias 36+2°C

Los fluidos del cultivo de CVPq1-2 se cosechan en recipientes estériles y se muestrean para el ensayo de
micoplasma usando procedimientos conocidos. Pueden llevarse a cabo mudltiples cosechas a partir de frascos
rotativos, biorreactores y recipientes de perfusion.

Antes de la inactivacion de los virus CVPq1-2 cosechados, pueden concentrarse uno o mas lotes de antigenos (por
ejemplo, hasta 60X) por ultrafiltracion. Los concentrados pueden lavarse con solucion salina equilibrada para reducir
las proteinas séricas.

El procedimiento de inactivacién, atenuacién o detoxificacion del virus CVPQq1-2 se describira a continuacion.
Después de la concentracion de antigeno del CVPq, se afiade Beta-propiolactona (BPL) al material virico CVPg1-2
agrupado para obtener una concentracion aproximada del 0,2 % v/v. Los fluidos viricos agrupados se agitan
después durante un minimo de 15 minutos y después los fluidos de antigeno a granel inactivadores se transfieren a
un segundo recipiente estéril. Los fluidos de antigeno transferidos se mantienen a 2 - 7 °C, con agitacion constante,
durante un minimo de 24 horas. Después de un minimo de 24 horas, una segunda adicion del 0,2 % v/v de BPL se
afiade a la suspension agrupada. Los contenidos se agitan posteriormente, se transfieren a un tercer recipiente y se
mantienen a 2 - 7 °C, con agitacion constante, durante un tiempo adicional de no menos de 84 horas. En general, el
tiempo de inactivacion total no es menos de 108 horas y no mas de 120 horas. El procedimiento de inactivacion se
resume en la Tabla 2 a continuacion.

Tabla 2 Procedimiento de inactivacion

Inactivante Concentracion final Temp. Intervalo Tiempo-Horas (Min/Max)
Beta-propiolactona (BPL)| 0,4 % v/v (2 x 0,2 % v/v de adiciones) |2 - 7 °C (con agitacion)| 108 - 120

La inactivaciéon se termina mediante la adicién de una concentracion final de no mas de 0,1 M de soluciéon de
tiosulfato sadico. El pH del almacén de antigeno inactivado se ajusta a aproximadamente 6,8 usando NaOH o HCI.
Después de la inactivacion, se toma una muestra representativa del conjunto y se ensaya para comprobar que la
inactivacion esta completa. El producto de antigeno de CVPq1-2 inactivado se estandariza para cumplir una diana
de mas de 1,0 PR como se mide a través del ELISA de potencia.

Ejemplo 3: Procesamiento corriente abajo de antigenos de M. hyo y ensayo analitico de estos antigenos
procesados

Procesamiento corriente abajo de antigenos de M.hyo:

El fluido de fermentacion inactivado (preparado como se describe anteriormente en el Ejemplo 1) se tratd para cada
grupo indicado como sigue. Estos antigenos de M.hyo procesados se emplearon en el Ejemplo 4 a continuacion.

T02: (Volumen completo) No procesado.

T03: (10X UF concentrado) Concentrado a través de filtracion de flujo tangencial a través de una membrana de
corte de 100 kDa de peso molecular (fibra hueca). La reduccion del volumen final fue igual a 10X.

T04 & T05: (10X UF concentrado y centrifugado) Las células de micoplasma concentradas (de T03) se
recogieron y se lavaron una vez con PBS a través de centrifugacion a ~20.000 xg (Sorvall modelo RC5B).

T06 & TO7: (10X centrifugado) El fluido de fermentacion inactivado se centrifugé a ~20.000 xg (Sorvall modelo
RC5B) y se lavd una vez resuspendiendo las células en PBS seguido de una centrifugacion adicional. La
reduccion del volumen final fue igual a 10X.
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T08: (10X centrifugado y calentado) Las células de micoplasma se concentraron y se lavaron para T06 y se
calentaron a 65 °C durante 10 minutos.

T09: (Sobrenadante libre de células) El sobrenadante recogido de la primera centrifugacion como se describe
para TO06 se esterilizo por filtracion a través de un filtro de 0,2 micrémetros (Nalgene).

T10: (Sobrenadante libre de células tratado con Proteina A) El sobrenadante estéril (preparado para T09) se
mezclé con resina de Proteina A (Sefarosa Proteina A, Pharmacia Inc) a una relacién en volumen de 10:1
durante 4 horas. La resina se retir6 de la filtracion estéril y el fluido filtrado se almacen6 a 2-8 °C. Este
procedimiento usa tratamiento de proteina A "corriente abajo" post-fermentacion para retirar los anticuerpos e
inmunocomplejos. Aunque la presente invencion no excluye el tratamiento de proteina A corriente arriba, los
presentes inventores han descubierto que en el caso de M.hyo, el tratamiento de proteina A corriente arriba del
medio de tratamiento dio lugar a resultados de p46 que fueron menores e inconsistentes en comparacioén con el
medio sin tratar (datos no mostrados).

Ensayo analitico de los antigenos procesados corriente abajo de M.hyo

Las preparaciones de antigenos de M.hyo procesados corriente abajo (preparados como se describe anteriormente)
se ensayaron para la recuperacion del antigeno p46 especifico de M.hyo y la presencia del anticuerpo de CVP2.
Ademas, estas preparaciones de antigeno de M.hyo se ensayaron para la presencia del Virus torque teno (VTT),
incluyendo el genotipo 1 (VTTg1) y el genotipo 2 (VTTg2). Los resultados se presentan a continuacion en la Tabla 3.

Tabla 3 Caracterizacidon de los antigenos procesados corriente abajo de M.hyo

M.hyo a granel| ac CVP2 ADN gPCR
Tratamiento p46 UA/ml |relacion S/P| VTTg1 VTTg2
Granel completo 809 0,248 1,00E+03|1,78E+03
10x UF concentrado 6666 0,819 1,00E+03|9,94E+03
10x UF conc. + Centrifuga 614 0,019 0 0
10x Centrifugado 763 -0,015 1,90E+02|1,91E+02
10x Centrifugado + Calentado 690 -0,012 0 2,07E+02
Sobre. libre de células 719 0,242 4 20E+02 | 3,23E+03
Sobre. libre de células (Prot. A) 826 -0,014 0 2,06E+03

Con referencia a la Tabla 3 anterior, se demostré la recuperacion del antigeno p46 especifico de M.hyo para cada
una de las preparaciones de antigeno procesadas corriente abajo de M.hyo. Ademas, los siguientes tratamientos
retiraron exitosamente el anticuerpo CVP2: 10X UF concentrado y centrifugado, 10x centrifugado, 10X centrifugado y
calentado y Sobrenadante libre de células (tratado con Proteina A). Con respecto a VTT, los siguientes tratamientos
retiraron exitosamente VTTg1: 10X UF concentrado y centrifugado, 10x centrifugado y calentado y Sobrenadante
libre de células (tratado con Proteina A). Solamente el tratamiento designado 10X UF concentrado y centrifugado
retir6 VTTg2. Los aislados del virus torque teno, incluyendo los genotipos 1 y 2 se describen en el documento
US20110150913, que se incorpora en el presente documento por referencia en su totalidad.

Ya que se saben en la técnica que la Proteina A se une a IgG, se entiende por aquellos expertos habituales en la
materia que no solamente el anticuerpo de CVP2, sino otros anticuerpos porcinos, incluyendo el anticuerpo SRRP, el
anticuerpo de HPS y el anticuerpo del VGP se retiraran eficazmente por el tratamiento con Proteina A. Esto hace al
sobrenadante de M.hyo tratado con Proteina A libre de células de la presente invencion compatible no solamente
con el antigeno del CVP2, sino también con otros antigenos porcinos debido a la carencia de interferencia
inmunoldgica entre los antigenos. Adicionalmente, la retirada de los restos celulares no protectores y la retirada de la
inmunoglobulina y los complejos antigeno/inmunoglobulina se espera razonablemente que haga a la vacuna mas
segura.

Ejemplo 4: Preparacion de formulaciones de vacuna experimentales de M.hyo

Todas las vacunas experimentales de M.hyo se formulan con una concentracién final de adyuvante al 5 % de
Anfigeno. Ademas, todas las vacunas se estandarizaron con ELISA p46 y se conservaron con timerosol. Las
formulaciones de vacuna experimentales se prepararon con antigenos de M.hyo procesados de acuerdo con los
tratamientos T02-T10 anteriores. Ademas, el Tratamiento TO1 correspondié a un placebo (sin antigeno M.hyo,
solamente adyuvante al 5 % de Anfigeno) mientras que el Tratamiento T11 es un control positivo que corresponde a
una vacuna de M.hyo a base de bacterina caducada (RespiSure-ONE®, Pfizer Animal Health). Estas formulaciones
se describen en la Tabla 4 a continuacion.
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Tabla 4 Formulaciones de vacuna experimentales de M.hyo

N.° de serie del Unidades de p46 | Antigeno de M Hyo | Adyuvante | Vol. de formulacién
Tratamiento IVP* dianal/ds (ml) (ml) (ml)
TO1 123639 (Placebo) 5 % de Anfigeno solamente, Sin antigeno
T02 L100211A 452 279,36 250 1000
TO3 L100211B 452 6,78 50 200
TO4 L100211C 452 73,62 50 200
TO5 L100211D 816 132,90 50 200
TO6 L100211E 452 59,24 50 200
TO7 L100211F 816 106,95 50 200
TO8 L100211G 452 65,51 50 200
T09 L100211H 452 62,87 50 200
T10 L100211J 452 54,72 50 200
T11 A827870 Vacuna "RespiSure" caducada

*Numero de serie del Producto Veterinario de Investigacion (PVI)

Ejemplo 5: Evaluacion de la efectividad in vivo de vacunas de M.hyo con antigenos de M.hyo de diferentes
procedimientos corriente abajo

Este estudio se llevd a cabo para evaluar la efectividad in vivo de vacunas de Mycoplasma hyopneumoniae (M hyo)
con antigenos de M hyo de diferentes procedimientos corriente abajo (PCA). Los cerdos a 3 semanas de edad se
inocularon por via intramuscular con una dosis Unica de las diferentes formulaciones de vacuna descritas en la Tabla
4 anterior. Se incluyeron dieciséis animales en cada uno de los grupos de tratamiento. A los animales se les hizo una
prueba de provocacion 21 dias después de la vacunacion con un aislado en campo de M.hyo virulento. Los animales
se necropsiaron 28 dias después de la prueba de provocacion y los pulmones se retiraron y se puntuaron para la
consolidacion consistente con la infeccion por M.hyo. El criterio primario para la proteccién contra la prueba de
provocacion de M.hyo fueron las puntuaciones de consolidacion pulmonar. Se acepta generalmente que hay una
relacion entre el tamario de las lesiones de pulmén causadas por la neumonia enzoética y un efecto adverso en la
tasa de crecimiento. La Tabla 5 a continuacion contiene las puntuaciones de lesiones de pulmon para los grupos de
tratamiento respectivos. Se determiné la significancia estadistica mediante un Modelo de Analisis Mixto de las
puntuaciones de pulmoén para cada grupo.

Tabla 5 Resultados de lesiéon de pulmén

Intervalo
% de lesiones de % de
pulmonares tras pulmén
PR diana de medias LS con valor
Tratamiento | Descripcion | p46/Observado | transformadas lesiones | Contraste P Significativo
Placebo (5 %
TO1 de Anfigeno) NA 11,7 1,2-443 NA NA NA
Granel TO1 frente
TO2 completo 13/15,6 1,2 0,1-18,5 a02 0 Si
Granel
completo UF TO1 frente
TO3 10x 13/11,9 0,3 0,0-2,8 a 03 0 Si
UF 10x + TO1 frente
TO4 Centrifugado 13/28,1 5,9 0,0-40,5 a 04 0,1589 No
UF 10x + TO1 frente
TO5 Centrifugado 24/48,2 3,7 0,0-423 aT05 |0,0309 Si
10x TO1 frente
TO6 Centrifugado 13/30,4 4,7 0,0-23,6 a 06 0,0388 Si
10x TO1 frente
TO7 Centrifugado 24/57 4 4,6 0,3-37,3 aT07 |0,0323 Si
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(continuacion)

Tratamiento| Descripcion PR diana de % de lesiones Intervalo | Contraste | valor |Significativo
p46/Observado | pulmonares tras | de % de o]
medias LS pulmén
transformadas con
lesiones
10x
Centrifugado + TO1 frente
TO8 Calor 13/17,7 4,5 0,3-21,7 aT08 |0,0137 Si
Sobrenadante TO1 frente
TO9 (sin células) 13/14,1 1,4 0,0-33,0 aT09 |0,0004 Si
Sobrenadante TO1 frente
T10 + Prot A 13/12,1 3,1 0,0-25,8 aT10 |0,0094 Si
RSO TO1 frente
T11 caducada 13/12,5 2,2 0,1-321 aT11 0,0009 Si

Con referencia a la Tabla 5 anterior, los resultados con antigenos de M.hyo de diferentes procedimientos corriente
abajo indicaron que todas las vacunas experimentales excepto T04 difirieron significativamente del placebo. Estos
resultados de lesiones de M.hyo se representan graficamente en la Figura 1. Como se muestra en la figura 1, T04
dio resultados inaceptables. Todos los demas tratamientos difirieron significativamente del placebo (T01). Las
puntuaciones de consolidacion de pulmén indicaron que T02, TO3 y T09-T11 dieron la proteccidon mas efectiva contra
la prueba de provocacién de M.hyo.

La potencia relativa de p46 de las vacunas experimentales se evalu6é usando un ensayo de inmunosorcion ligado a
enzimas en sandwich de anticuerpos doble (ELISA DAS). Los resultados del ELISA DAS p46 presentados en la
Tabla 5 anterior indican que las vacunas experimentales excedieron la potencia diana. Ademas, la potencia relativa
de p46 se mantuvo o bien se aumenté durante el almacenamiento de las vacunas durante un periodo de un mes
(datos no mostrados). Se observé un aumento percibido en la potencia con el tiempo en antigenos centrifugados con
la excepcion de aquellos antigenos que se sometieron a calor. Aunque sin desear quedar ligado a teoria alguna, es
probable que las "carcasas" celulares se rompan con el tiempo y liberen mas del antigeno p46 unido a membrana en
el caso de los antigenos centrifugados.

Ejemplo 6: Evaluacion de la compatibilidad de las vacunas de M.hyo experimentales con el antigeno de
CvVP2

Este estudio se llevd a cabo para evaluar la compatibilidad de las vacunas experimentales de M.hyo con antigenos
de M hyo de diferentes procedimientos corriente abajo con antigeno CVP2. Las formulaciones de vacuna
experimentales de M.hyo se describen en las Tablas 4 y 5 anteriores. Las potencias relativas de p46 observadas
para estas vacunas se describen en la Tabla 5 anterior. Estas vacunas experimentales de M.hyo se combinaron
cada una con antigeno de CVP2. En este ejemplo, el antigeno de CVP2 fue un virus quimérico CVP Tipo 1-Tipo 2
muerto (CVP Fostera) preparado como se describe anteriormente en el Ejemplo 2. El virus quimérico se incluyd en
las composiciones a un nivel inicial de aproximadamente 1,6 < PR, en el que la PR es la unidad de Potencia Relativa
determinada por cuantificacion de antigeno por ELISA CVP2 (ensayo de potencia in vitro) en comparacion con una
vacuna de referencia efectiva.

Las formulaciones de combinacion M.hyo/CVP2 experimentales se evaluaron por ELISA de CVP2. Los resultados se
presentan en la Figura 2. Como se muestra en la figura 2, solamente las preparaciones de antigeno de M.hyo de los
siguientes procedimientos corriente abajo eran compatibles con el antigeno CVP2: Ultrafiltracion y Centrifugacion
(TO4 y TO05), Centrifugacion (T06 y T07), Centrifugacion mas calor (T08) y Sobrenadante tratado con Proteina A
(T10). De estos, el sobrenadante tratado con Proteina A M.hyo fue el mas compatible con el antigeno de CVP2
cuando se comparo con el control de placebo que incluyd el virus quimérico y adyuvante Anfigeno, pero no antigeno
de M.hyo. El nivel de virus de CVP quimérico en el sobrenadante tratado con Proteina A fue 1,5 PR en comparacion
con 1,69 PR para el placebo. De esta manera se concluyé que no hay interferencia inmunoldgica o es minima entre
la preparacion de antigeno soluble de M.hyo tratada con Proteina A y antigeno CVP2 del virus quimérico.

La efectividad in vivo del sobrenadante de M.hyo tratado con Proteina A demostrada en el Ejemplo 5 anterior junto
con los resultados descritos en el presente ejemplo indicaron que el sobrenadante tratado con Proteina A era una
plataforma potencialmente eficaz para combinaciones de M.hyo-CVP2.

Ejemplo 7: Evaluacion de la efectividad de CVP2 de una vacuna de combinacion de CVP2/M.hyo en 1 frasco
en diferentes formulaciones adyuvantes

Este estudio se disefi6 para evaluar la efectividad de CVP2 en una vacuna de combinacién de CVP2/M.hyo en 1
frasco en diferentes formulaciones. En este ejemplo, el antigeno de CVP2 fue un virus quimérico CVP Tipo 1-Tipo 2
muerto (CVP Fostera). El virus quimérico se combind con una preparacion de antigeno soluble de M.hyo que estaba
sustancialmente libre de IgG (es decir, sobrenadante tratado con Proteina A).
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Procesamiento de fluidos:

El fluido de fermentacion de M.hyo inactivado (descrito anteriormente en el Ejemplo 1) se traté para cada grupo
indicado como sigue.

T02-T04: El fluido de fermentacién entero que contiene células vivas de M. hyopneumoniae (descrito anteriormente)
se centrifugd a ~20.000 xg (Sorvall RC5B) y el sobrenadante se recogio y se esterilizd a través de un filtro de 0,2
MM. La sefarosa Proteina A (niumero de parte 17-5199-03, GE Healthcare) se empaqueté en una columna de
cromatografia de 1 |. Después de la retirada del tampon de almacenamiento y el tratamiento con 2 volimenes de
columna de acido acético 1 M, la resina se equilibré con 5 volimenes de columna de tampén NaPO4 50 mM/NaCl 1
M, pH 7,04. Aproximadamente 2 litros de los fluidos que contienen antigeno de M. hyopneumoniae clarificadoffiltrado
se pasaron a través de la resina de Proteina A a un caudal de 100 cm/h. El flujo a través se recogio y se esterilizd a
través de un filtro de 0,2 pM.

TO05: Este es un control positivo que corresponde a una formulacion similar a CVP Fostera (sin antigeno de M.hyo).
El nivel del virus quimérico en esta formulacién similar a CVP Fostera estaba aproximadamente a niveles de
formulacion de Dosis Minima Inmunizante (DMI). El virus quimérico se incluyé en las vacunas experimentales
CVP2/M.hyo a niveles de formulacién similares.

Todas las vacunas CVP2/M.hyo experimentales se formularon con diferentes formulaciones adyuvantes. Las
formulaciones de vacuna experimentales se prepararon con antigenos de M.hyo procesados de acuerdo con los
tratamientos T02-TO4 anteriores. Ademas, el tratamiento TO1 correspondi® a un placebo (solucion salina
esterilizada).e

Todas las vacunas se estandarizaron con ELISA p46 y se conservaron con timerosol.

Estas formulaciones experimentales se describen en la Tabla 6 a continuacién, en la que el simbolo * indica el
antigeno de M hyo de la semilla global de M hyo, el sobrenadante tratado con Proteina A y el simbolo ** indica el
Numero de serie del Producto Veterinario de Investigacion (PVI).

Tabla 6 Formulaciones de vacuna experimentales de CPV2/M.hyo usadas para el estudio de efectividad de

CVP2

Tratamiento | N.° de serie del IVP** | Ag CVP1-2 A?-I;i;e*M Adyuvante Otro

TO1 87-244-DK (Placebo) NA Solucion salina

estéril
T02 L0411RKO08 10 % de Aceite SP
TO3 L0411RK09 5 % de Anfigeno
1,6 PR POPR 5 % de Anfi 5% d NA
, o de Anfigeno + 5 % de
TO4 L0611RKO3 SLCD
TO5 L0611RKO04 NA 20 % de SLCD

Los cerdos a 3 semanas de edad se inocularon por via intramuscular con una dosis Unica de las diferentes
formulaciones de vacuna descritas en la Tabla 6 anterior. Se incluyeron dieciséis animales en cada uno de los
grupos de tratamiento. A los animales se les hizo una prueba de provocacién 21 dias después de la vacunacion con
un aislado en campo de CVP2 virulento.

La Figura 3 es un grafico que muestra los resultados de viremia de CVP2 (PCR cuantitativa de CVP2) observados
con las diferentes plataformas adyuvantes. Notese que se usé la viremia de CVP2 como la variable de efectividad
primaria. Los resultados de viremia de CVP2 se presentan como copias de ADN/ml. Como se muestra en la figura 3,
todos los tratamientos tuvieron significativamente menos viremia en comparacion con el placebo los dias 28, 35y 42
(la prueba de provocacion fue el dia 21). El adyuvante al 10 % de aceite SP tuvo significativamente menos viremia
en comparacion con el 5 % de Anfigeno los Dias 28 y 35. El adyuvante del 5 % de Anfigeno mas 5 % de SLCD tuvo
significativamente menos viremia en comparacion con el 5 % de Anfigeno los Dias 28 y 35. La plataforma adyuvante
del 20 % de SLCD tuvo significativamente menos viremia en comparacion con el 5 % de Anfigeno los Dias 28, 35y
42.

También se monitorizaron la serologia del CVP2, la diseminacion fecal del CVP2, la diseminacion nasal del CVP2,
las respuestas Inmunes Mediadas por Células (IMC), el agotamiento linfoide y la Inmunohistoquimica (IHQ) como
variables de efectividad secundarias. Estos resultados se describiran ahora a continuacion.

La Figura 4 es un grafico que muestra los resultados del ELISA de CVP2 los dias 1, 20 y 42 del estudio (la prueba
de provocacion fue el dia 21). El estado de cada muestra se expresé como una muestra para la relacion positiva
(S/P). Como se muestra en la Figura 4, el 20 % de SLCD fue el unico tratamiento que fue significativamente
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diferente del placebo (T01) tanto el dia 20 como el dia 42. También, el 5 % de Anfigeno fue el Unico tratamiento no
significativamente diferente del placebo el dia 20.

La Figura 5 es un grafico que muestra la diseminacion fecal de CVP2 obtenida con los tratamientos T02-T04 frente
al placebo (T01). Estos resultados se expresan como copias de ADN de CVP2/ml. Los resultados de la Figura 5
indican que todos los tratamientos tuvieron significativamente menos diseminacion fecal cuando se comparan con el
placebo el dia 42. Ademas, el 5 % de Anfigeno + 5 % de SLCD (T04) tuvo significativamente menos diseminacion
fecal en comparacién con el 5 % de Anfigeno (T03) el dia 42. No se observaron otras diferencias de tratamientos.

La Figura 6 es un grafico que muestra la diseminacion nasal de CVP2 obtenida con los tratamientos T02-T04 frente
al placebo (T01). Estos resultados se expresan como copias de ADN de CVP2/ml. Los resultados de la Figura 6
indican que todos los tratamientos tuvieron significativamente menos diseminacion nasal cuando se comparan con el
placebo el dia 42. Ademas, el 20 % de SLCD (T05) tuvo significativamente menos diseminacién nasal en
comparacioén con el 5 % de Anfigeno (T03) el dia 42. No se observaron otras diferencias de tratamientos.

La Figura 7 (A & B) son dos graficos que muestran los resultados de un ensayo de interferon gamma (IFN-y) que
mide las respuestas inmunes mediadas por células (IMC) especificas de CVP2. Los resultados de IMC se muestran
post-vacunacioén/pre-prueba de provocacion (Figura 7A) y post-vacunacion/post-prueba de provocacion (Figura 7B).
En estos graficos, la estimulacion de 5 x 108 células se considerd significativa (...). Todas las vacunas de
experimento de CVP2/M.hyo dieron una respuesta de IFN-y detectable post-vacunacion. El 10 % de aceite SP (T02)
dio la respuesta de IFN-y mas fuerte post-vacunacion. El 20 % de SCLD (T05) indujo una respuesta temprana, pero
la respuesta mas baja el dia 20. Hubo una gran respuesta post-prueba de provocacion, vista especialmente en el
grupo de placebo. Adicionalmente, la respuesta post-prueba de provocacion fue menor en los grupos de tratamiento
de cerdos vacunados en comparacion con el grupo placebo.

La Tabla 7 a continuacién muestra el agotamiento linfoide obtenido con los tratamientos experimentales
contrastados con el placebo.

Tabla 7 Histopatologia de CVP2 (Agotamiento linfoide)

Agotamiento linfoide Contrastado con el placebo
Tratamiento Positivo | Negativo | % Siempre pos.| valor p Significativo
Placebo 9 7 56 % NA NA
10 % de Aceite SP 1 15 6 % 0,0059 Si
5 % de Anfigeno 1 15 6 % 0,0059 Si
5 % de Anf. + 5 % de SLCD 0 16 0 % 0,0008 Si
20 % de SLCD 1 15 6 % 0,0059 Si

Los resultados presentados en la Tabla 7 anterior muestran que todas las vacunas proporcionaron fuerte proteccion
contra el agotamiento linfoide. También, no se observaron contrastes de tratamiento de vacuna estadisticamente
significativos. La Tabla 8 a continuacion muestra la inmunohistoquimica obtenida con los tratamientos
experimentales contrastados con el placebo.

Tabla 8 Histopatologia de CVP2 (Inmunohistoquimica)

Inmunohistoquimica Contrastado con el placebo
Tratamiento Positivo | Negativo | % Siempre pos.| valor p Significativo
Placebo 12 4 75 % NA NA
10 % de Aceite SP 0 16 0 % 0,0001 Si
5 % de Anfigeno 1 15 6 % 0,0002 Si
5 % de Anf. + 5 % de SLCD 0 16 0 % 0,0001 Si
20 % de SLCD 0 16 6 % 0,0001 Si

Los resultados presentados en la Tabla 8 anterior muestran que todas las vacunas proporcionaron fuerte proteccion
contra la colonizacion de CVP2 como se evidencia por inmunohistoquimica. También, no se observaron contrastes
de tratamiento de vacuna estadisticamente significativos.

En conclusion, los resultados presentados en este ejemplo demuestran que la preparacion de antigeno soluble de
M.hyo no interfiere con la efectividad del CVP2. Los resultados también muestran que todas las formulaciones de
vacuna experimentales de CVP/M.hyo proporcionan efectividad contra la prueba de provocacion de CVP2.
Adicionalmente, los resultados indican que hay algunas diferencias estadisticas y numéricas obtenidas con las
diferentes formulaciones adyuvantes, produciendo el 10 % de Aceite SP la efectividad mas fuerte.
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Ejemplo 8: Evaluacion de la efectividad de M.hyo de una vacuna de combinacion de CVP2/M.hyo en 1 frasco
con diferentes formulaciones adyuvantes

Este estudio se disefid para evaluar la efectividad de M.hyo en una vacuna de combinacién de CVP2/M.hyo de 1
frasco en diferentes formulaciones. El antigeno de M.hyo se combiné con el Circovirus Porcino (virus muerto
Quimera Tipo 1-Tipo 2, o CVP1-2) en un frasco.

Procesamiento de fluidos:

El fluido de fermentacion de M.hyo inactivado (descrito anteriormente en el Ejemplo 1) se traté para cada grupo
indicado como sigue.

T02-T04: Estos tratamientos fueron los mismos que aquellos descritos para los grupos de tratamiento T02-T04
en el Ejemplo 7 anterior.

TO05: Este se formuld con células de M.hyo inactivadas (bacterina de M.hyo) como se describe en el Ejemplo 1
anterior bajo el encabezado "Fermentacion e inactivacion".

Todas las vacunas CVP2/M.hyo experimentales se formularon con diferentes formulaciones adyuvantes. Las
formulaciones de vacuna experimentales se prepararon con antigenos de M.hyo procesados de acuerdo con los
tratamientos T02-T04. Ademas, el tratamiento TO1 correspondid a un placebo (solucion salina esterilizada). El
tratamiento TO5 es un control positivo que corresponde a una vacuna RespiSure® caducada, que es una vacuna a
base de bacterina de M.hyo (Pfizer Animal Health).

Estas formulaciones experimentales se describen en la Tabla 9 a continuacién, en la que el simbolo * indica el
antigeno de M hyo de la semilla global de M hyo, el sobrenadante tratado con Proteina A y el simbolo ** indica el
Numero de serie del Producto Veterinario de Investigacion (PVI).

Tabla 9 Formulaciones de vacuna experimentales de CPV2/M.hyo usadas para el estudio de efectividad de
M.hyo en diferentes formulaciones adyuvantes

Tratamiento| N.° de serie del IVP** | Ag CVP1-2 A?-I;is*M Adyuvante Otro
87-244-DK Solucién salina
01 (Placebo) NA estéril
TO2 L0411RKO08 10 % de Aceite SP
o -
TO3 L0411RK09 1.6 PR 75PR -~ 5% d;a Anflgenoo/ NA
5 % de Anfigeno + 5 % de
TO4 LO611RKO03 SLCD
TO5 A827870 Vacuna "RespiSure" caducada

Los cerdos a 3 semanas de edad se inocularon por via intramuscular con una dosis Unica de las diferentes
formulaciones de vacuna descritas en la Tabla 9 anterior. Se incluyeron catorce animales tanto en el placebo como
en los grupos de 10 % de Aceite SP, se incluyeron trece animales en el grupo de control positivo y se incluyeron
dieciséis animales tanto en el grupo del 5 % de Anfigeno como en el grupo del 5 % de Anfigeno + 5 % de SLCD.

A los animales se les hizo una prueba de provocacién 21 dias después de la vacunacién con un aislado en campo
de M.hyo virulento. Los animales se necropsiaron 28 dias después de la prueba de provocacion y los pulmones se
retiraron y se puntuaron para la consolidaciéon consistente con la infeccion por M.hyo. La Tabla 10 a continuacion
contiene las puntuaciones de lesiones de pulmén para los grupos de tratamiento respectivos. Se determiné la
significancia estadistica mediante un Modelo de Analisis Mixto de las puntuaciones de pulmén para cada grupo.

Tabla 10 Lesiones de pulmén de M.hyo

Tratamiento n.° de Lesion de pulmén media Intervalo de % de lesion de
animal LS pulmén

Placebo (T01) 14 13,1 % 0,1-50,5

10 % de Aceite SP (T02) 14 4,3 % 0,0-50,8

5 % de Anfigeno (T03) 16 4,7 % 0,0-38,5

5 % de Anf. + 5 % de SLCD 16 12,0 % 0,1-55,8

(TO4)

RSO caducada (T05) 13 2,28 % 0,0-34,5

Como se indica en la Tabla 10 anterior, el grupo placebo tuvo una puntuacion de lesion de pulmén media del 13,1 %,
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en comparacion con los grupos de tratamiento del 10 % de Aceite SP y del 5 % de Anfigeno que tuvieron
puntuaciones de pulmén medias del 4,3 % y del 4,7 %, respectivamente. Tanto las formulaciones del 10 % de Aceite
SP como del 5 % de Anfigeno redujeron y/o previnieron las lesiones de pulmén. De esta manera, las vacunas de
CVP/M.hyo experimentales formuladas con 10 % de Aceite SP o 5 % de Anfigeno se consideraron efectivas. El
antigeno de CVP2 no pareci6 interferir con la efectividad de M.hyo de estas formulaciones.

Por el contrario, el grupo del 5 % de Anfigeno + 5 % de SLCD tuvo una puntuacion de lesion de pulmoén media del
12,0 % que fue un resultado inaceptable en que no fue diferente en comparacioén al placebo. Por consiguiente, el
experimento de vacuna de CVP/M.hyo formulada con el 5 % de Anfigeno + 5 % de SLCD no se considero efectivo.

Notese que debido al numero de animales reducido y la alta variabilidad en la puntuacion de lesion de pulmén, no
pudo demostrarse conclusivamente un efecto de tratamiento estadistico en este estudio. Por este motivo, se decidié
que se disefaria otro estudio para ensayar la efectividad de M.hyo de las formulaciones experimentales de
CVP/M.hyo en 10 % de Aceite SP. Este estudio repetido se presenta en el Ejemplo 9 a continuacion.

Ejemplo 9: Evaluacion de la efectividad de M.hyo de una vacuna de combinacion de CVP2/M.hyo en 1 frasco
en 10 % de Aceite SP

Este estudio es una prueba del concepto disefiado para evaluar la efectividad de la fraccion de M.hyo de cuatro
vacunas de CVP2/M.hyo experimentales (N.° de serie LO711RK11, L0711RK12, LO711RK13 y LO711RK14 en la
Tabla 11 a continuacion) preparadas mediante diferentes procedimientos de fabricacion de M.hyo que utilizan
Proteina A para la retirada de IgG en comparaciéon con vacunas control preparadas con el procedimiento de
fabricacion de M.hyo convencional. Cada una de estas cuatro vacunas de CVP2/M.hyo experimentales incluyeron 10
% de Aceite SP como el adyuvante.

Procesamiento de fluidos:

T02: Antigeno de M. hyopneumoniae inactivada como se describe en "Fermentacion e inactivacion" en el
Ejemplo 1 anterior.

T03 y T04: Formulado con células de M. hyopneumoniae inactivadas como se describe en "Fermentacion e
inactivacion" en el Ejemplo 1 anterior.

T05: Tratamiento de Proteina A del medio usado para crecer M. hyopneumoniae. PPLO (derivado de corazon
porcino) se fabricoé segun las directrices del fabricante (es decir, 21 g/l) y la solucién de extracto de levadura se
fabricé a 21 g/l en USP. La solucion del extracto de levadura se afiadié al PPLO al 6,25 % y la mezcla se
esteriliz6 calentando a 121 °C durante = 30 minutos. Se preparo clorhidrato de cisteina a 90 g/l y se esterilizd por
filtracion. La solucion de dextrosa se fabricé afiadiendo 450 g de dextrosa por litro de agua USP seguido de
esterilizacion por calor. Para preparar el medio final, se afiadio suero porcino al medio base al 10 % seguido de
cisteina al 0,01 % y dextrosa al 1,0 %. Los anticuerpos en el medio PPLO completo se retiraron mediante el
tratamiento con proteina A. Brevemente, se empaqueté un litro de Sefarosa Proteina A (nimero de parte 17-
5199-03 GE Healthcare) en una columna de vidrio (10 X 11,5 cm). Después de la retirada del tampon de
almacenamiento, la columna se tratdé con 2 volimenes de columna de acido acético 1 M. La resina se equilibré
con 5 volimenes de columna de tampon NaPO4 50 mM, NaCl 1 M (pH 7,0). Se cargaron quince litros de medio
PPLO completo en la resina a un caudal lineal de 140 cm/hora. El flujo a través de la columna se recogi6 y se
esterilizé por filtracion a través de un filtro de 0,2 micrémetros (Sartorius). EI medio tratado se us6 para propagar
células de M. hyopneumoniae como se describe en "Fermentacion e inactivacion" anteriormente. El cultivo
inactivado entero (incluyendo las células) se formul6 en la vacuna final.

T06: Las células de M. hyopneumoniae inactivadas se prepararon como se describe en "Fermentacion e
inactivacion" en el Ejemplo 1 anterior. El fluido de fermentacion inactivado se centrifugd a ~20.000 xg (Sorvall
RC5B) durante 30 min y el sobrenadante se esterilizé a través de filtracion de 0,2 uM. Ciento quince ml de resina
de Proteina A (numero de parte 12-1279-04, MAbSelect, GE Healthcare) se empaqueté en una columna de
cromatografia (5x6 cm). Después de la retirada del tampon de almacenamiento y el tratamiento con 2 volimenes
de columna de acido acético 1 M, la resina se equilibr6 con 5 volimenes de columna de tampén NaPO4
50 mM/NaCl 1 M, pH 7,01. Aproximadamente 1,2 litros de los fluidos que contienen antigeno de M.
hyopneumoniae clarificado/filirado se pasaron a través de la resina a un caudal de 120 cm/h. El flujo a través se
recogio y se esterilizd a través de un filtro de 0,2 pM.

T07: Las células de M. hyopneumoniae inactivadas se prepararon como se describe en "Fermentacion e
inactivacion" en el Ejemplo 1 anterior. El fluido de fermentacion inactivado se clarificé a través de filtracion de
flujo tangencial. En resumen, un filtro de poliéter sulfona (GE HealthCare, nimero de parte 56-4102-71), con
tamafio de poro nominal de 0,2 uM se desinfecté con solucién de hidréxido sédico 0,5 N seguido de enjuagado
extensivo con agua USP estéril. El fluido de cultivo de micoplasma inactivado se introdujo en el aparato a una
velocidad de recirculacion diana a 14,6 I/minuto y una presion transmembrana de 13,78-23,44 kPa. La
clarificacion se realizé a temperatura ambiente. El permeado del filtro se recogié y se almacené a 2-8 °C hasta el
procesamiento adicional. Ciento quince ml de resina de Proteina A (numero de parte 12-1279-04, MAbSelect, GE
Healthcare) se empaqueté en una columna de cromatografia (5x6 cm). Después de la retirada del tampén de
almacenamiento y el tratamiento con 2 volimenes de columna de acido acético 1 M, la resina se equilibré con 5
volumenes de columna de tampdén NaPO4 50 mM/NaCl 1 M, pH 7,01. Aproximadamente 2,3 litros de los fluidos
que contienen antigeno de M. hyopneumoniae clarificado/filtrado se pasaron a través de la resina a un caudal de
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120 cm/h. El flujo a través se recogio y se esterilizé a través de un filtro de 0,2 yM.

T08: Las células de M. hyopneumoniae inactivadas se prepararon como se describe en "Fermentacion e
inactivacion" anteriormente. El fluido de fermentacion inactivado se centrifugé a ~20.000 xg (Sorvall RC5B)
durante 30 min y el sobrenadante se esterilizé a través de filtracion de 0,2 uM. Se empaquetaron ciento quince
ml de Sefarosa Proteina A (ndmero de parte 17-5199-03 GE Healthcare) en una columna de cromatografia (5x6
cm). Después de la retirada del tampon de almacenamiento y el tratamiento con 2 voliumenes de columna de
acido acético 1 M, la resina se equilibré con 5 volimenes de columna de tampén NaPO4 50 mM/NaCl 1 M, pH
7,01. Aproximadamente 1,2 litros de los fluidos que contienen antigeno de M. hyopneumoniae clarificadoffiltrado
se pasaron a través de la resina a un caudal de 120 cm/h. El flujo a través se recogio y se esterilizé a través de
un filtro de 0,2 uM.

Las formulaciones de vacuna experimentales se prepararon con antigenos de M.hyo procesados de acuerdo con los
tratamientos T02-T08 anteriores. T02, TO3 y T04 corresponden a controles positivos. Ademas, el tratamiento TO1
correspondio a un placebo (solucién salina esterilizada).

Estas formulaciones experimentales se describen en la Tabla 11 a continuacion. El antigeno de M.hyo corresponde
al antigeno de M.hyo del sobrenadante tratado con Proteina A de la semilla de M.hyo global. La informacion en la
columna "Tratamiento de Proteina A" indica si el sobrenadante de M.hyo se traté con Proteina A antes o después de
la fermentacion.
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Los cerdos a 3 semanas de edad se inocularon por via intramuscular con una dosis Unica de las diferentes
formulaciones de vacuna descritas en la Tabla 11 anterior. Hubo 18 cerdos incluidos en cada grupo de tratamiento.
A los animales se les hizo una prueba de provocacién 21 dias después de la vacunacién con un aislado en campo
de M.hyo virulento. Los animales se necropsiaron 28 dias después de la prueba de provocacion y los pulmones se
retiraron y se puntuaron para la consolidacion consistente con la infeccion por M.hyo. La Figura 8 (A & B) muestra
las puntuaciones de lesiones de pulmén para los grupos de tratamiento respectivos. Se determind la significancia
estadistica mediante un Modelo de Analisis Mixto de las puntuaciones de pulmén para cada grupo.

Los resultados de lesién de pulmén representados en las Figuras 8A y 8B indican que de todos los tratamientos,
solamente dos (TO7 y T08) tuvieron un 100 % de cerdos en la categoria de lesion de pulmén de <5 %. Nétese que la
diferencia estadistica mas fuerte se observo en este estudio.

Los resultados en el presente ejemplo demuestran la efectividad de M.hyo significativa en una formulacion
experimental de CVP2/M.hyo en 1 frasco que emplea el sobrenadante de M.hyo tratado con Proteina A y que utiliza
el aceite SP como el adyuvante. Adicionalmente, El Ejemplo 7 anterior demostré la efectividad de CVP2 en una
formulacion de CVP2/M.hyo en 1 frasco que emplea el sobrenadante de M.hyo tratado con Proteina A y que utiliza el
aceite SP como el adyuvante. En conjunto, se ha demostrado tanto la efectividad de M.hyo como de CVP2 en las
combinaciones de CVP2/M.hyo en 1 frasco que emplean el sobrenadante de M.hyo tratado con Proteina A.

Ejemplo 10: Seguridad in vivo de las vacunas experimentales de CVP2/M.hyo experimentales

Este estudio se llevo a cabo para evaluar la seguridad in vivo de las vacunas de CVP2-M.hyo formuladas a dosis de
antigeno maxima en diversas formulaciones adyuvantes en el animal hospedador cuando se dan a la edad mas
joven (3 semanas de edad). Se evaluaron diferentes plataformas adyuvantes para determinar cudl de estas
plataformas proporcioné un perfil de seguridad aceptable a base de la temperatura, las reacciones del sitio de
inyeccion y las observaciones clinicas. Se usé una formulacion del 20 % de SLCD/10 % de Aceite SP como un
control positivo ("no seguro") debido a los problemas histoéricos con las reacciones del sitio de inyeccion observadas
por este grupo de investigacion y otros.

Procesamiento de fluidos:

Todas las vacunas se prepararon con antigeno de M. hyopneumoniae inactivado como se describe en
"Fermentacion e inactivacion" en el Ejemplo 1. Se usé el antigeno a granel entero de M.hyo ya que se sabe que
contiene antigenos de M.hyo solubles e insolubles, ademas de las inmunoglobulinas y los inmunocomplejos que se
retirarian tras el tratamiento de Proteina A. Es razonable concluir que la retirada de los restos celulares insolubles y
las inmunoglobulinas y los inmunocomplejos solamente potenciara adicionalmente la seguridad de las formulaciones
de vacuna. La intencion de este estudio fue ensayar de forma rigurosa la seguridad de las diversas formulaciones
adyuvantes que contienen antigeno de CVP2 y antigeno de M.hyo. Los antigenos de CVP2 y de M.hyo se
formularon a niveles de liberacion maximos para evaluar adicionalmente la seguridad. Estas formulaciones
experimentales se describen en la Tabla 12 a continuacion. PVI indica Producto Veterinario de Investigacion (PVI).

Tabla 12 Formulaciones de vacuna experimentales de CPV2/M.hyo usadas para el estudio de sequridad

o :
N. d:f“s,;”e Ag CVP1-2 A?-I;i;e*M Adyuvante Otro Vol. de vacuna minimo (ml)
87-244-DK Solucion

(Placebo) NA salina estéril NA
LO411RK15 10 % de Aceite SP 200
LO411RK16 5 % de Anfigeno 200

SLCD
20 % de SLCD + 10 % de

L0611RKO06 ‘Aceite SP 200

* Antigeno de M Hyo = de la semilla de M hyo global (antigeno a granel entero).

Los parametros de seguridad empleados en este estudio fueron el perfil de temperatura rectal y la reaccion del sitio
de inyeccion. Los resultados de este estudio indicaron que todas las plataformas adyuvantes candidatas
proporcionaron un perfil de seguridad aceptable en términos del perfil de temperatura rectal y las observaciones
clinicas (resultados no mostrados). Solamente el 20 % de SLCD + 10 % de Aceite SP (es decir, el control positivo)
fue significativamente diferente de la vacuna de placebo y tuvo un numero de reacciones graves del sitio de
inyeccion (resultados no mostrados).

Ejemplo 11: Preparacion de antigeno de M.hyo tratado con Proteina A para estudios fundamentales

La Figura 9 es un diagrama de flujo que muestra una realizacion de un procedimiento de fabricacién usado para
preparar un antigeno de M.hyo tratado con Proteina A compatible con el CVP2. Los cultivos enteros inactivados de
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M.hyo se clarificaron de células a través de filtracion de flujo tangencial. En resumen, un filiro de poliéter sulfona (GE
Healthcare, nimero de parte 56-4102-49), con tamafio de poro nominal de 0,45 pM se desinfecté con solucion de
hidréxido sédico 0,5 N seguido de enjuagado extensivo con agua USP estéril. El fluido de cultivo de micoplasma
inactivado se introdujo en el aparato a una velocidad de recirculacion diana a 11,0 I/minuto y una presion
transmembrana de ~34,47 kPa. La clarificacion se realizo a temperatura ambiente. El permeado del filtro se recogid
y se almacend a 2-8 °C hasta el procesamiento adicional.

Tras la clarificacion, los fluidos que contienen antigeno se trataron con resina de proteina A para reducir los niveles
de anticuerpo. En resumen, la resina de proteina A MAbSelect (GE Healthcare) se empaqueté en una columna de
vidrio a una altura de 12 cm. La resina se equilibré con 5 volimenes de columna de fosfato sédico 50 mM, tampon
NaCl 250 mM (pH 7,0). El fluido que contiene antigeno, equivalente a 10 volimenes de columna, se cargd en la
resina a un caudal lineal de 100 cm/hora. El flujo a través de la columna se recogi6 y se esterilizd por filtracion a
través de un filtro de 0,2 micrémetros. La regeneracion de la columna se logré haciendo fluir 3 volimenes de
columna de solucién de acetato 25 mM a pH 3,7 seguido de 4 volumenes de columna de solucion de acido acético 1
M. Los anticuerpos anti-CVP2 y los niveles de antigeno de M. hyopneumoniae se midieron en el fluido de antigeno
final a través del ELISA de anticuerpo especifico de CVP2 y el ELISA de cuantificacion de antigeno p46,
respectivamente.

Ejemplo 12: Evaluacion de la actividad viricida contra el virus del SRRP

Los estudios presentados en este ejemplo se disefiaron para evaluar las diversas plataformas adyuvantes para la
actividad viricida contra el virus del SRRP. Los experimentos iniciales se centraron en el adyuvante solo (es decir,
las formulaciones no contuvieron antigenos de CVP o de M.hyo). La evaluacién del adyuvante para la actividad
viricida del SRRP se presenta en la Figura 10. La evaluacion viricida preliminar indicé que el 10 % de Aceite SP, el
0,2 % de Carbopol y el 2,5 % de Anfigeno no son viricidas para el virus del SRRP. Por el contrario, el adyuvante del
20 % de SLCD parecio ser viricida para el virus del SRRP.

Se llevaron a cabo estudios adicionales para evaluar si las formulaciones de CVP/M.hyo adyuvantadas con las
diferentes plataformas adyuvantes no fueron viricidas para el virus del SRRP. Estos resultados se presentan en la
Tabla 13 a continuacién, en la que el simbolo * indica aquellos nimeros de serie de vacunas que fueron viricidas
para el virus del SRRP.

Tabla 13 Resultados del ensayo viricida de SRRP con diferentes formulaciones

Numero de serie de vacuna usado en estudios de los Potencia Viricida
Ejemplos 7, 8, 10 SRRP
PR p46 CVP2
Estudio Descripcion N.° de serie (ru/ds) |NVSLPR| A B

Ejemplos 7,|Solucién salina estéril (cloruro sodico al 0,9|87-244-DK

8,10 %) (Placebo)

Ejemplos 7,|CVPq (PR 1,6) + M Hyo tratado con Prot A|L0411RK08 7.1 1,29 -0,10 {-0,13

8 (PR 7,5) en 10 % de Aceite SP

Ejemplos 7,|CVPq (PR 1,6) + M Hyo tratado con Prot A|L0411RK09 7,3 1,33 -0,10 [+0,14

8 (PR 7,5) en 5 % de Anfigeno

Ejemplos 7,|CVPq (PR 1,6) + M Hyo tratado con Prot A|L0611RK03 6,9 1,15 -0,36 |-0,33

8 (PR 7,5)en 5 % de Anf. + 5 % de SLCD

Ejemplo 7 CVPq (PR 1,6) monovalente en 20 % de |L0611RK04 1,50 - -0,50
SLCD 1,86*

Ejemplo 8 Numero de serie de una RespiSure caducada |A827870 12,6

Ejemplo 10 |CVPq (PR 7,8) + M Hyo a granel entero (PR|L0411RK15 14 1,03 -0,32 |-0,03
13,3) en 10 % de Aceite SP

Ejemplo 10 |CVPq (PR 7,8) + M Hyo a granel entero (PR|L0411RK16 15,5 1,12 -0,36 |-0,53
13,3) en 5 % de Anfigeno

Ejemplo 10 |CVPq (PR 7,8) + M Hyo a granel entero (PR|L0611RK05 17,5 1,50 -0,54 |-0,33
13,3) en 5 % de Anf. + 5 % de SLCD

Ejemplo 10 |CVPq (PR 7,8) + M Hyo a granel entero (PR |L0611RK06 15,9 1,13 - -0,99*
13,3) en 20 % de SLCD + 10 % de Aceite SP 1,93*

*Indica Viricida (pérdida de >0,7 log)

A - Control de ensayo viricida GMT ~ 5,53 log/ml
B - Control de ensayo viricida GMT ~ 6,42 log/ml

Los resultados presentados en la Tabla 13 anterior indican que el 10 % de Aceite SP no es viricida para el virus del
SRRP. Se prepararon numeros de serie de vacunas de CVP/M.hyo adicionales usando 10 % de Aceite SP como el
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adyuvante (Tabla 14). Los resultados mostrados en la Tabla 14 a continuacion demuestran ademas que el 10 % de
Aceite SP no es viricida para el virus del SRRP. Los valores de muestra de ensayo en la Tabla 14 fueron cada uno
mas alto (signo +) que en el control de ensayo viricida, que tuvo un titulo de media geométrica (GMT) de
aproximadamente 5,9+0,5 log/ml.

Tabla 14 Resultados del ensayo viricida con diferentes formulaciones de CVP/M.hyo adyuvantadas con 10 %

de Aceite SP
N.° de serie de vacuna usado Potencia Viricida
SRRP
Descripcién N.° de PR p46 (ru/ds) CVP2 NVSL Referencia log10
P serie Referencia L1211RK15 L1211RK15 DICT50/ml
Diluyente estéril (agua estéril) 1949122 na na
CVPq + M Hyo tratado con Prot A|L0912RK12 1,62 2,60 +0,58
en 10 % de Aceite SP
CVPq + M Hyo tratado con Prot A|L0912RK10 0,88 1,23 +0,58
en 10 % de Aceite SP
CVPq + M Hyo tratado con Prot A|L0912RK11 1,24 2,62 +0,58
en 10 % de Aceite SP
CVPq + M Hyo tratado con Prot A |L0912RK08 1,08 1,03 +0,91
en 10 % de Aceite SP
CVPq + M Hyo tratado con Prot A |L0912RK09 1,65 2,06 +0,50
en 10 % de Aceite SP

Control de ensayo viricida GMT ~ 5,9+ 0,5 log/ml

Los resultados presentados en este ejemplo demuestran que el 10 % de Aceite SP no es viricida para el virus del
SRRP. Los resultados presentados en este ejemplo demuestran ademas que la formulacion de CVP/M.hyo
adyuvantada con 10 % de Aceite SP estuvo entre aquellos numeros de serie de vacunas que se consideraron no
viricidas para el virus del SRRP (Tabla 13 y Tabla 14). En conclusion, la formulacion de CVP/M.hyo adyuvantada con
10 % de Aceite SP se considerd una plataforma eficaz en la que basar una combinacion trivalente que incluya CVP,
M.hyo y el virus de SRRP.

Ejemplo 13: Preparacion de una vacuna de combinacion de CVP/M.hyo/SRRP

Una formulacion de CVP/M.hyo adyuvantada con una plataforma adyuvante que no es viricida para el virus del
SRRP (véanse la Tabla 13 y la Tabla 14 anteriores), se proporciona como una composicion liquida en un frasco lista
para su uso. Esta formulacion de CVP/M.hyo en 1 frasco emplea sobrenadante de M.hyo tratado con Proteina A. Se
ha demostrado tanto la efectividad de M.hyo como de CVP2 en tales formulaciones de CVP2/M.hyo que emplean el
sobrenadante de M.hyo tratado con Proteina A (véanse los Ejemplos 7-9). En el presente ejemplo, esta formulacion
divalente de CVP2/M.hyo se combina con un antigeno del virus del SRRP monovalente.

En una realizacion, una combinacion de CVO/M.hyo en 10 % de Aceite SP y correspondiente a uno de los nimeros
de serie de vacunas LO711RK11, LO711RK12, LO711RK13 y L0O711RK14 en la Tabla 11 anterior se proporciona
como una composicion liquida en un frasco lista para su uso. Los resultados presentados en el Ejemplo 12 anterior
demostraron que el 10 % de Aceite SP no es viricida para el virus del SRRP. El Ejemplo 12 también demostr6é que
las formulaciones de CVP2/M.hyo adyuvantadas con 10 % de Aceite SP estaban entre aquellos numeros de serie de
vacunas que se consideraron no viricidas para el virus del SRRP. En el presente ejemplo, tal composicion liquida de
CVP2/M.hyo en 1 frasco se usa para rehidratar una composicion del virus del SRRP vivo liofilizado modificado
genéticamente contenida en un segundo frasco, de tal manera que todos los antigenos se contienen en un Unico
frasco antes de administrarse a un cerdo de edad adecuada (por ejemplo, a 3 semanas de edad o mas mayor).

En una realizacion, el virus del SRRP tiene la secuencia genémica que corresponde a SEQ ID NO: 16 o una variante
de la misma. En otra realizacion, el virus del SRRP empleado en la composicion trivalente es el aislado del virus
SRRP designado ISU-55, que se depositd en la ATCC bajo el nimero de acceso VR 2430. Las cantidades
adecuadas de los antigenos respectivos se describen en el presente documento. De forma deseable, todos los
antigenos se administran en una unica dosis al cerdo.

Ejemplo 14: Evaluacion de la efectividad de CVP2 de una vacuna de combinacion de CVP2/M.hyo/SRRP
seguida de una prueba de provocacion de CVP2

Este estudio se disefi¢ para evaluar la efectividad de la quimera CVP1-2, la fraccién de virus muerto de una vacuna
de combinacion de CVP2/M.hyo/SRRP experimental, administrada intramuscularmente una vez a cerdos a 3
semanas de edad y con prueba de provocacion con un aislado de CVP2 virulento tres semanas después de la
vacunacion. Estas vacunas trivalentes incluyeron la Quimera del Circovirus Porcino de Tipo 1-Tipo 2, el virus muerto,
la Vacuna del Sindrome Respiratorio y Reproductivo, Forma respiratoria, el virus vivo modificado y el extracto
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bacteriano de Mycoplasma hyopneumoniae.

Esta combinacion trivalente se preparé rehidratando un virus del SRRP vivo liofilizado modificado genéticamente
(SRRP-VVM) con una formulacién liquida en un frasco incluyendo una combinacion de la quimera del circovirus
porcino Tipo 1-Tipo 2, virus muerto y el extracto bacteriano de M.hyo (CVP2/M.hyo), que se adyuvanta usando 10 %
de Aceite SP (véase el Ejemplo 13 anterior). Las formulaciones experimentales administradas a lo largo del
transcurso del presente estudio se describen en la Tabla 15 a continuacion.

Tabla 15 Formulaciones de vacuna experimentales de CPV2/M.hyo/SRRP usadas para el estudio de
efectividad de CVP2

Dias de estudio
Antigeno Prueba de
Grupo| N | PC o PVI |N.° de serie Entrada’ Vacunacion provocacion Necropsia
M Hyo |L1012RK10| =153 UA/mI
TO1 (24| VSRRP 4,510g10
VWM L1011CM14 DICT50
0,
CVP2 M L0912RK08 0,688 % 102
Hyo UA/mI i i i
T02 |24 Dia0O2mlIMcuelloala| Dia211mlIM2mil Dia42+3
V\S/\mp L1011CM14 465; ('%95100 izquierda IN 40895 dias
CVP2 M 1,375 % 153
Hyo L0912RK09 UA/mI
T03 |24 VSRRP 4,51og10
,0 109
VVM L1011CM14 DICT50

PVI = Producto Veterinario de Investigacion

PC = Producto Control

IM = Intramuscularmente

IN = Intranasal

1% = antigeno CVP2, UA/ml = antigeno de M Hyo, log10 DICT50 = antigeno del VSRRP

Los cerdos a 3 semanas de edad se inocularon por via intramuscular con una dosis Unica de las diferentes
formulaciones de vacuna descritas en la Tabla 15 anterior. Se incluyeron veinticuatro animales en cada uno de los
grupos de tratamiento. A los animales se les hizo una prueba de provocacion 21 dias después de la vacunacion con
un aislado de CVP2a virulento.

Los resultados de viremia de CVP2 (PCR cuantitativa de CVP2) observados en este estudio se presentan en la
Figura 11. Nétese que se uso la viremia de CVP2 como la variable de efectividad primaria. Los resultados de viremia
de CVP2 se presentan como copias de ADN/ml. Como se muestra en la Figura 11, todos los tratamientos tuvieron
significativamente menos viremia (P<0,001) en comparacion con el placebo los dias 28, 35 y 42 (la prueba de
provocacion fue el dia 21).

También se monitorizaron como variables de efectividad secundarias la serologia del CVP2, la diseminacion fecal
del CVP2, el agotamiento linfoide y la inmunohistoquimica (IHQ) en este estudio. Estos resultados se describen a
continuacion.

Los resultados de serologia del CVP2 se presentan en la Figura 12, que muestra los resultados del ELISA de CVP2
los dias -1, 7, 13, 20, 28, 35 y 42 del estudio (la prueba de provocacion fue el dia 21). El estado de cada muestra se
expres6 como una muestra para la relacion positiva (S/P). Estos resultados muestran que en comparacién con el
grupo placebo, ambos tratamientos tuvieron titulos de anticuerpo de CVP2 post-prueba de provocacion
significativamente mas altos (P<0,0345).

La diseminacion fecal de CVP2 obtenida con los tratamientos T02 y T03 frente al placebo (T01) se presenta en la
Figura 13. Estos resultados se expresan como copias de ADN de CVP2/ml. Los resultados de la Figura 13 indican
que tanto el tratamiento TO2 como el TO3 tuvieron significativamente menos diseminacion fecal (P<,0001) cuando se
comparan con el placebo los dias 35 y 42.

La Tabla 16 a continuacion muestra la proteccion significativa contra el agotamiento linfoide obtenido con el
tratamiento experimental (T02) contrastado con el placebo.
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Tabla 16 Histopatologia de CVP2 (Agotamiento linfoide)

Agotamiento linfoide Contrastado con el placebo
Tratamiento | Positivo | Negativo | % Siempre pos.| valor p Significativo
Placebo 13 8 61,9 % NA NA
T02 3 17 15 % 0,047 Si
TO3 7 13 35% 0,0780 No

Los resultados presentados en la Tabla 17 a continuacion muestran la proteccion significativa contra el
reemplazamiento histiocitico obtenido con el tratamiento experimental (T02) contrastado con el placebo.

Tabla 17 Histopatologia de CVP2 (Reemplazamiento histiocitico)

La Tabla 18 a continuacién muestra la inmunohistoquimica obtenida con los tratamientos experimentales
contrastados con el placebo. Ambas vacunas (T02 y T03) mostraron proteccion significativa (P<0,0059) contra la

Reemplazamiento histiocitico Contrastado con el placebo
Tratamiento | Positivo | Negativo | % Siempre pos.| valor p Significativo
Placebo 11 10 52,4 % NA NA
T02 2 18 10 % 0,0105 Si
TO3 6 14 30 % 0,1566 No

colonizacion del antigeno de CVP2 en tejidos linfoides.

Tabla 18 Histopatologia de CVP2 (Inmunohistoquimica)

Inmunohistoquimica Contrastado con el placebo
Tratamiento | Positivo | Negativo | % Siempre pos.| valor p Significativo
Placebo 14 7 66,7 % NA NA
T02 3 17 15 % 0,0030 Si
TO3 4 16 20 % 0,0059 Si

En conclusidn, los resultados presentados en este ejemplo demuestran que las vacunas experimentales usadas en
este estudio demostraron efectividad contra una prueba de provocacién de CVP2. Ambos niveles de potencia de las
vacunas proporcionaron proteccion significativa contra la variable primaria asi como la colonizacion de CVP2. Sin
embargo, el grupo T02 también proporciond proteccion significativa contra lesiones de CVP2 (agotamiento linfoide y
reemplazamiento histiocitico).

Ejemplo 15: Evaluacion de la efectividad de M.hyo de una vacuna de combinacion de CVP2/M.hyo/SRRP
seguida de una prueba de provocacion de M. hyo

Este estudio se disefié para evaluar la efectividad de la fraccion de M.hyo de una vacuna de combinacion de
CVP2/M.hyo/SRRP experimental, administrada intramuscularmente en cerdos susceptibles a 3 semanas de edad y
con prueba de provocacion con un aislado de Mycoplasma hyopneumoniae virulento tres semanas después de la
vacunacion. Estas vacunas trivalentes incluyeron la Quimera del Circovirus Porcino de Tipo 1-Tipo 2, el virus muerto,
la Vacuna del Sindrome Respiratorio y Reproductivo, Forma respiratoria, el virus vivo modificado y el extracto
bacteriano de Mycoplasma hyopneumoniae.

Procesamiento de fluidos:

El fluido de fermentacion de M.hyo inactivado clarificado (descrito anteriormente en el Ejemplo 11) se us6 para cada
grupo de tratamiento como sigue.

T01: Un tratamiento de control negativo que consistia en una vacuna de CVP1-2 sin antigeno de M.
hyopneumoniae se usé como diluyente en una vacuna viva modificada del VSRRP liofilizada.

T02: El antigeno de M. hyopneumoniae inactivado se combiné con el Circovirus Porcino (virus muerto Quimera
Tipo 1-Tipo 2, o CVP1-2) en un frasco. La combinacién CVP1-2/M. hyo se usé como diluyente en una vacuna
viva modificada del VSRRP liofilizada.

T03: El antigeno de M. hyopneumoniae inactivado como se describe anteriormente en el Ejemplo 11 con una
etapa adicional para concentrar el antigeno 20X por filtracién molecular se combiné con el Circovirus Porcino
(Quimera Tipo 1-Tipo 2, o CVP1-2, virus muerto) en un frasco. La combinacion CVP1-2/M. hyo se us6 como
diluyente en una vacuna viva modificada del VSRRP liofilizada.

Estas formulaciones experimentales se describen en la Tabla 19 a continuacién. En la tabla 19, PC es producto
control y PVI es Producto veterinario de investigacion. El antigeno de M.hyo corresponde al antigeno de M.hyo del
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sobrenadante tratado con Proteina A de la semilla de M.hyo global.

Tabla 19 Formulaciones de vacuna experimentales de CPV2/M.hyo/SRRP usadas para el estudio de
efectividad de M. hyo

Grupo | N PC o PVI N.° de serie Potencia
NTX 5 Centinela
T01 o5 PCV2 L0412RK13 4,3 Unidades de Potencia Relativa
VSRRP VWM L1011CM14 4,5 +/- 0,5 LOG10 FAIDso/ml
4,5 Unidades de Potencia Relativa
T02 25 CVP2 M Hyo L1211RK12 2,7 Unidades de Potencia Relativa
VSRRP VVM L1011CM14 4,5 +/- 0,5 LOG10 FAIDso/ml
. ., 3,4 Unidades de Potencia Relativa
T03 o5 CVP2 M Hyo concentrado por filtracion LO712RK33 27 Unidades de Potencia Relativa

VSRRP VWM L1011CM14 4,5 +/- 0,5 LOG10 FAIDso/ml

Los cerdos a 3 semanas de edad se inocularon por via intramuscular con una dosis Unica de las diferentes
formulaciones de vacuna descritas en la Tabla 19 anterior. A los animales se les hizo una prueba de provocacién 20
dias después de la vacunacion con un aislado en campo de M.hyo virulento. Veinticinco animales completaron el
estudio en el grupo TO1 y TO3 y 24 completaron el estudio en el grupo T02. Los animales se necropsiaron 28 dias
después de la prueba de provocacion y los pulmones se retiraron y se puntuaron para la consolidacion consistente
con la infeccion por M.hyo. La Tabla 20 a continuacion contiene las puntuaciones de lesiones de pulmén para los
grupos de tratamiento respectivos. Se determind la significancia estadistica mediante un Modelo de Analisis Mixto de
las puntuaciones de pulmén para cada grupo.

Tabla 20 Lesiones de pulmén de M.hyo

Tratamiento n.° de Lesion de pulmén Intervalo de % de

animal media LS lesion de pulmén
TO1: CVP1-2, VSRRP VVM 25 7,65 % 0,00 a 44,75
T02: CVP1-2/M.hyo, VSRRP VWM 24 4,38 % 0,10 a 20,95
TO03: CVP/Mhyo concentrado por filtracion, VSRRP 25 2,23 % 0,00 a 17,95
VVM

En comparaciéon con el grupo control negativo (TO1), el grupo TO3 de tratamiento demostré una reduccion
significativa (P < 0,05) en el porcentaje de pulmén con lesién comparado con T01. El porcentaje de lesiones de
pulmén para T02 no fue significativamente diferente de TO1 o bien TO03.

Los resultados en el presente ejemplo demuestran que una formulacion de vacuna ftrivalente experimental
(tratamiento T03) usada en este estudio proporciond efectividad significativa contra la prueba de provocacion de
M.hyo.

Ejemplo 16: Evaluacion de la efectividad de VSRRP de una vacuna de combinacion de CVP/M.hyo/SRRP

Este estudio se disefid para evaluar la efectividad de la fraccion de VSRRP de una vacuna de combinacion de
CVP2/M.hyo/SRRP experimental.

Sumario del estudio:

En el Dia 0, se seleccionan aproximadamente 102 cerdos clinicamente sanos de tres semanas de edad
seronegativos al VSRRP, al VGP y a M. hyopneumoniae y libres de viremia del CVP por PCR se seleccionan y se
asignan (bloqueados por camada) a uno de los cuatro grupos de tratamiento (24 por grupo) o un grupo centinela
(NTX) (6). A los cerdos se administré una Unica dosis intramuscular (IM) de 2 ml de una Quimera del Circovirus
Porcino Tipo 1-Tipo 2 experimental, Vacuna de virus muerto - Extracto bacteriano de Mycoplasma hyopneumoniae
(TO1) o una vacuna de Quimera del Circovirus Porcino Tipo 1-Tipo 2 - Sindrome Respiratorio y Reproductivo
experimental, Forma respiratoria, Virus vivo modificado y muerto - Extracto bacteriano de Mycoplasma
hyopneumoniae (T02, TO3 y T04). Los animales del grupo NTX se alojan en un corral separado de los grupos de
tratamiento durante la fase de vacunacion del estudio. Cuatro semanas después de la vacunacion los cerdos NTX se
eutanizan y necropsian, antes del realojamiento de los grupos de tratamiento, para confirmar la ausencia de las
lesiones de pulmén de VSRRP. A todos los cerdos tratados se les realiza una prueba de provocaciéon con una cepa
de provocacion de VSRRP virulenta (NADC20). Todos los cerdos restantes se eutanizan y necropsian diez (10) dias
después de la prueba de provocacion. En la necropsia, el porcentaje de consolidaciéon para cada lébulo del pulmon
(craneal izquierdo, medio izquierdo, caudal izquierdo, craneal derecho, medio derecho, caudal derecho y accesorio)
se puntla y se registra como porcentaje del I6bulo observado con lesiones. El estado negativo de VSRRP de los
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cerdos de TO1 se ensaya (ELISA IDEXX) antes de la prueba de provocacion. Las observaciones clinicas se registran
una vez al dia durante la duracion del estudio y los pesos corporales se toman antes de la prueba de provocacion y
en la necropsia.

Las formulaciones experimentales se describen a continuaciéon y en la Tabla 21. El lote de control de antigeno de
M.hyo se prepara como se describe en el Ejemplo 11 anterior. El antigeno de CVP2 es un antigeno de CVPq1-2
muerto preparado como se describe en el Ejemplo 2 anterior. Antes de la inactivacion del virus quimérico, el lote de
antigeno de CVP2 se concentr6 20X y los concentrados se lavaron con una solucion salina equilibrada. La
formulacion en un frasco de CVP/M.hyo (adyuvantada en 10 % de Aceite SP) se usa para rehidratar el VSRRP vivo
modificado liofilizado.

TO1: Preparacion experimental de la Quimera del Circovirus Porcino de Tipo 1 - Tipo 2 de alto pasaje, virus
muerto (1,65 % del lote de antigeno concentrado 20X) y Extracto bacteriano de Mycoplasma hyopneumoniae
(Dosis-9,0 PR; 153 UA/ml). La preparacion T0O1 corresponde al nimero de serie L0912RK12 (PCV/M.hyo) y es
un control negativo (sin antigeno de VSRRP).

TO2: Preparacion experimental de la Vacuna de Quimera del Circovirus Porcino de Tipo 1 - Tipo 2 de alto pasaje,
virus muerto (1,65 % del lote de antigeno concentrado 20X) y Extracto bacteriano de Mycoplasma
hyopneumoniae (Dosis - 9,0 PR; 153 UA/ml) y Preparacion experimental de Vacuna del sindrome reproductivo y
respiratorio porcino de alto pasaje Forma respiratoria, Virus Vivo Modificado (DMI (< 2,5 logs)). La preparacion
TO2 corresponde al nimero de serie L0912RK12 (PCV/M.hyo) + (SRPP VVM a DMI < 2,5 logs).

TO3: Preparacion experimental de la Vacuna de Quimera del Circovirus Porcino de Tipo 1 - Tipo 2 de alto pasaje,
virus muerto (1,65 % del lote de antigeno concentrado 20X) y Extracto bacteriano de Mycoplasma
hyopneumoniae (Dosis - 9,0 PR; 153 UA/ml) y Preparacion experimental de Vacuna del sindrome reproductivo y
respiratorio porcino de alto pasaje Forma respiratoria, Virus Vivo Modificado (DMI (< 3,0 logs)). La preparacion
TO3 corresponde al numero de serie L0912RK12 (PCV/M.hyo) + (SRPP VVM a DMI < 3,0 logs).

TO4: Preparacion experimental de la Vacuna de Quimera del Circovirus Porcino de Tipo 1 - Tipo 2 de alto pasaje,
virus muerto (1,65 % del lote de antigeno concentrado 20X) y Extracto bacteriano de Mycoplasma
hyopneumoniae (Dosis - 9,0 PR; 153 UA/ml) y Preparacion experimental de Vacuna del sindrome reproductivo y
respiratorio porcino de alto pasaje Forma respiratoria, Virus Vivo Modificado (DMI (< 3,5 logs)). La preparacion
TO4 corresponde al numero de serie L0912RK12 (PCV/M.hyo) + (SRPP VVM a DMI < 3,5 logs).

Estas formulaciones experimentales se describen en la Tabla 21 a continuacién. El antigeno de M.hyo corresponde
al antigeno de M.hyo del sobrenadante tratado con Proteina A de la semilla de M.hyo global. Los nimeros de serie
para las preparaciones del VSRRP han de determinarse (TBD).

Tabla 21 Diseiio de estudio

Dias de estudio

Grupo [N |PC o PVI' N.° de lote — — -
Vacunacién Prueba de provocacion Necropsia

Puntuaciones de

NTX 6 |Centinela NA . .
pulmodn al realojar

TO1 24 |CVP2/M. Hyo | L0912RK12
T2 24 CVP2/M. Hyo |L0912RK12 +
+ VSRRP TBD Dia 0 2 ml IM|Dia 28 4 ml (1ml por fosa|Dia 38
CVP2/M. Hyo|L0912RK12 +|cuello a la|nasal + 2 ml de inyeccion IM) | Puntuaciones de
T03 24 + VSRRP TBD derecha cuello a la izquierda pulmoén
CVP2/M. Hyo |L0912RK12 +
T04 1241, ysrRRP ~ |TBD

"Producto veterinario de investigacion (PVI) = Quimera de Circovirus Porcino Tipo 1-2 (CVP2), vacuna de virus
muerto-Extracto bacteriano de Mycoplasma hyopneumoniae (M hyo) adyuvantado con 10 % de Aceite SP (diluyente)
- Vacuna del sindrome reproductivo y respiratorio porcino, Forma respiratoria, virus vivo modificado (VSRRP)
Producto control (PC) = Quimera de Circovirus Porcino Tipo 1-2 (CVP2), Vacuna de virus muerto - Extracto
bacteriano de Mycoplasma hyopneumoniae (M hyo) sin fraccion de Vacuna del sindrome reproductivo y respiratorio
porcino; Adyuvantada con 10 % de Aceite SP

IM = Intramuscular

NA = No aplicable
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Glu

Leu

val

Lys

85

Glu

Phe

Val

Ser

Leu

165

Asn

Glu

Phe

Lys

Asn

245

Glu

ES 2719483 T3

Phe

Ser

Ala

Lys

70

Val

Lys

Glu

Lys

Asp

150

val

Gln

Lys

Gln

Leu

230

Asn

Phe

Gly

Pro

Phe

55

Arg

Ile

Ile

Ile

Phe

135

Ile

Ala

Gln

Thr

Tyr

215

Ala

Ala

Ser

Leu

Arg

40

Ser

Trp

Asp

Asn

Leu

120

Gln

Tyr

Glu

Ile

Ser

200

Asp

Asn

Pro

Phe

Thr

25

Lys

Pro

Leu

Ser

Phe

105

Glu

Ala

Glu

Phe

Glu

185

Ser

Leu

Tyr

Glu

Ala
265

39

vVal

Ile

Tyr

vVal

Phe

90

Gln

Ile

Leu

Gln

Asn

170

Asn

Gln

Asn

Phe

Asn

250

Lys

Gly

Ala

Ala

Asp

75

Ser

Asp

Ile

Gln

Thr

155

Phe

Leu

Lys

Thr

Pro

235

Lys

Asp

Leu

Asn

Phe

60

Ser

Phe

Pro

Pro

Lys

140

Val

Ser

Ser

Asp

Ala

220

Val

Leu

Ser

Ser

Asp

45

Glu

Asn

Phe

Glu

Asp

125

Leu

Ala

Leu

Thr

Pro

205

Arg

Leu

Pro

Ser

Ser

30

Phe

Thr

Asn

Thr

Tyr

110

Asp

His

Phe

Lys

Lys

190

Ser

Asn

Lys

Asn

Thr
270

Leu

Ala

Asp

Asn

Lys

95

Thr

val

Asn

Ala

Lys

175

Ile

Thr

Pro

Asn

Asn

255

Asn

Ala

Ala

Ser

Ile

80

Asn

Lys

Asn

Gly

Lys

160

Ile

Thr

Leu

Glu

Leu

240

Leu

Gln



Tyr

Leu

Pro

305

Phe

Gln

Phe

Ser

Ile

385

Ser

Lys

Asp

Leu

Lys

465

Leu

Gly

Glu

Val

Ser

290

vVal

Leu

Lys

Leu

His

370

Tyr

Pro

Lys

Lys

Val

450

Ile

Pro

Asn

Ala

Ser

275

Gln

Ile

Asn

Glu

Ala

355

Thr

Asp

Asn

Asp

Phe

435

Lys

Asp

Phe

Ile

Leu

Ile

Ser

Asn

Phe

Asp

340

Asp

Lys

Phe

Leu

Lys

420

Phe

Glu

Leu

Phe

Leu

500

Phe

Gln

Ala

Ile

Glu

325

Leu

Ile

Ala

Gly

Glu

405

Ser

Ala

Gly

Pro

Glu

485

Asn

Lys

ES 2719483 T3

Asn

Arg

Leu

310

Asp

Asn

Lys

Glu

Lys

390

Tyr

Ile

Asp

Ile

Asn

470

Lys

Pro

Gly

Gln

Glu

295

Arg

Phe

Ala

Ser

Ile

375

Tyr

Ser

Val

Asp

Leu

455

Ile

Gly

Tyr

Asn

Ile

280

Ile

Leu

Val

Lys

Gly

360

Ser

Asn

Leu

Leu

Leu

440

Lys

Asn

Lys

Asn

Lys

Pro

Leu

Met

Asn

Gly

345

Phe

Asn

Gly

Asp

Ile

425

Tyr

Leu

Gln

Glu

Thr

505

Asn

40

Ser

Ala

Lys

Asn

330

Gln

Phe

Leu

Lys

Ala

410

Pro

Pro

Thr

Gln

Glu

490

Gln

Gln

Leu

Ser

Lys

315

Leu

Asn

Pro

Leu

Phe

395

Ala

Tyr

Asp

Gly

Ile

475

Gln

Leu

Glu

Phe

Pro

300

Asp

Thr

Leu

Gly

Asn

380

Asn

Ser

Arg

Thr

Phe

460

Phe

Ala

Ala

Ile

Leu

285

Asp

Asn

Leu

Ser

Asp

365

Lys

Asp

Ala

Leu

Lys

445

Lys

Lys

Lys

Lys

Tyr

Lys

Glu

Ser

Lys

Ala

350

Lys

Lys

Arg

Ser

Glu

430

Asp

Lys

Thr

Leu

Val

510

Gln

Ala

Val

Ser

Asn

335

Tyr

Arg

Glu

Leu

Leu

415

Ile

Asn

Gly

Glu

Asp

495

Glu

Ala

Asp

Gln

Tyr

320

Met

Glu

Ser

Asn

Asn

400

Asp

Lys

Ile

Ser

Tyr

480

Tyr

val

Leu



Asp

Ser

545

Phe

Asn

Asn

Leu

Ala

625

vVal

Phe

His

Asp

Leu

705

Ser

Leu

Phe

Gly

530

Trp

Thr

Gln

Asn

Leu

610

Lys

Phe

Leu

Gln

Gly

690

Glu

Leu

Leu

Phe

515

Asn

Thr

Arg

Pro

Phe

595

Thr

Lys

Gln

Glu

Leu

675

Phe

Gly

Ile

Glu

Leu
755

Tyr

Gly

His

Gln

580

Phe

Lys

Trp

Tyr

Leu

660

Ser

Tyr

Lys

Glu

Gly

740

Lys

Ala

Lys

Leu

565

Thr

Lys

Asp

Gly

Thr

645

Lys

Phe

Gly

Asn

Asn

725

Thr

Ala

ES 2719483 T3

Tyr

Ile

550

Glu

Thr

Asn

Lys

Leu

630

Lys

Lys

Asn

Val

Glu

710

Ser

Asp

Ala

Glu

535

Gln

Gln

Lys

Gly

Leu

615

Glu

Asp

Lys

Ile

Leu

695

Ala

Ala

Phe

Gln

520

Phe

His

val

Glu

His

600

Thr

Thr

Ile

Asp

Leu

680

Leu

Gln

Phe

Lys

Phe
760

41

Gly

Pro

Lys

Gln

585

Gln

Ile

Asn

Phe

Pro

665

Ala

Leu

Ile

Lys

Thr

745

Asn

Ala

Glu

Ile

570

Val

Val

Leu

Arg

Ala

650

Tyr

Arg

Pro

Phe

Thr

730

Phe

Asn

Phe

Lys

555

Gly

Ile

Ala

Glu

Ala

635

Glu

Asn

Asn

Gln

Glu

715

Thr

Gly

Phe

Lys

540

Ala

Ser

Ser

Ser

Thr

620

Gln

Ala

Gln

Asp

Ser

700

Ala

Ile

Asp

Ala

525

Ser

Asp

Asn

Ser

Tyr

605

Leu

Phe

Asp

Ile

Val

685

Val

Leu

Leu

Phe

Pro
765

Val

Ile

Ser

Leu

590

Phe

Tyr

Pro

Lys

Lys

670

Ile

Lys

Lys

Asp

Leu

750

Trp

Leu

Gln

Val

575

Lys

Gln

Asp

Lys

Leu

655

Glu

Lys

Thr

Lys

Lys

735

Lys

Ala

Asn

Arg

560

Leu

Ser

Asp

Leu

Gly

640

Lys

Ile

Ser

Glu

Tyr

720

Asn

Ala

Lys



ES 2719483 T3

Leu Asp Asp Asn Leu Gln Tyr Ser Phe Glu Ala Ile Lys Lys Gly Glu
770 775 780

Thr Thr Lys Glu Gly Lys Arg Glu Glu Val Asp Lys Lys Val Lys Glu
785 790 795 800

Leu Asp Asn Lys Ile Lys Gly Ile Leu Pro Gln Pro Pro Ala Ala Lys
805 810 815

Pro Glu Ala Ala Lys Pro Val Ala Ala Lys Pro Glu Thr Thr Lys Pro
820 825 830

Val Ala Ala Lys Pro Glu 2la Ala Lys Pro Glu Ala Ala Lys Pro Val
835 840 845

Ala Ala Lys Pro Glu Ala Ala Lys Pro Val Ala Ala Lys Pro Glu Ala
850 855 860

Ala Lys Pro Val Ala Ala Lys Pro Glu Ala Ala Lys Pro Val Ala Ala
865 870 875 880

Lys Pro Glu Ala Ala Lys Pro Val Ala Thr Asn Thr Gly Phe Ser Leu
885 890 895

Thr Asn Lys Pro Lys Glu Asp Tyr Phe Pro Met Ala Phe Ser Tyr Lys
900 905 910

Leu Glu Tyr Thr Asp Glu Asn Lys Leu Ser Leu Lys Thr Pro Glu Ile
915 920 925

Asn Val Phe Leu Glu Leu Val His Gln Ser Glu Tyr Glu Glu Gln Glu
930 935 940

Ile Tle Lys Glu Leu Asp Lys Thr Val Leu Asn Leu Gln Tyr Gln Phe
945 950 955 960

Gln Glu Val Lys Val Thr Ser Asp Gln Tyr Gln Lys Leu Ser His Pro
965 970 975

Met Met Thr Glu Gly Ser Ser Asn Gln Gly Lys Lys Ser Glu Gly Thr
980 985 990

Pro Asn Gln Gly Lys Lys Ala Glu Gly Ala Pro Asn Gln Gly Lys Lys
995 1000 1005

Ala Glu Gly Thr Pro Asn Gln Gly Lys Lys Ala Glu Gly Ala Pro
1010 1015 1020

42



Ser

Leu

Trp

Ala

Asp

Ser

<210>5
<211> 1773
<212> ADN

Gln
1025

Gly
1040

Lys
1055

Lys
1070

Pro
1085

Asn
1100

Gln

Lys

Thr

Leu

Lys

Asn

<213> Circovirus porcino

<400> 5

Ser

Lys

Glu

Leu

Lys

Asn

Pro

Ile

vVal

Tyr

Ser

Gln

ES 2719483 T3

Thr

Asp

Glu

Phe

Ser

Glu

Thr
1030

Glu
1045

Leu
1060

Ile
1075

Leu
1090

Pro
1105

Glu

Ile

Ile

Leu

Lys

Glu

43

Leu

Ile

Glu

Arg

Val

Ser

Thr

Lys

Asp

Asp

Lys

Lys

Asn

Lys

Asn

Asp

Ile

Tyr
1035

Gln
1050

Ile
1065

Ser
1080

Thr
1095

Leu

Gly

Ala

Lys

Val

Pro

Lys

Gly

Ser

Lys

Asp

Asn

Asp

Gly

Gln



ggtacctccg
tagagagctt
ctggtaatca
aatggatacc
tccaaaacaa
cagtaggtgt
gggcccacta
ttcaaaagtt
acagtcacca
ttceceetggt
tctttattct
cacttcacct
gttctaccct
agctcccgta
ttatggggtt

ccgetgecga

acgtatccaa
atcctcecegee
aatggcatct
gtcagaacgc
ccgggagggyg
aaggttgaat
gctgttatte
gtaaactact
acacccaaac
cagctttgga
ttcgaaaaca
agagaattta
tacgatgtga

gggtccactg

tggattgttc
ctacagctgg
aaatactgcg
ggtcacacag
caacttctte
ccctaggete
tgacgtgtac
cagccagccc
aagaccccgt
tcecgeggage
gctggteggt
tgttaaaagt
cttccaaacc
ttttgttttt
gcgggeceget

agtgcgctgg

ggaggcgtta
gccgeccectg
tcaacacccg
cctectggge
ggaccaacaa
tctggecectg
tagatgataa
cctcecegeca
ctgttcttga
tgaggctaca
gtatatacga
atcttaaaga
taacaaaaaa

cttcaaatcg

ES 2719483 T3

tccagcagtce
gacagcagtt
ggccaaaaaa
tctcagtaga
tccatgatat
agcaaaatta
agctgtcette
gcggaaattt
ctccaaaagg
tccacactceg
tcettteget
ctgcttectta
ttcctegeca
ctecectecteg
tttecttgett

taatactaca

ccgcagaaga
gctcgtccac
cctecteecge
ggtggacatg
aatctctata
ctcececcate
ctttgtaaca
tacaatccce
ctccaccatt
aacctctaga
ccaggactac
cccecccactt
gactcagtaa

gcecttegggt

ttccaaaatt
gaggagtacc
ggaacagtac
tcatcccaag
ccatcccacce
cgggcccact
caatcacgct
ctcacatacg
gtactcacag
ataagtatgt
ttctecgatgt
gcaaaattcg
caaacaaaat
gaaggattat
ggcattttca

gcagcgcact

agacaccgcc
ccecegecace
accttcggat
atgagattta
ccctttgaat
acccagggtg
aaggccacag
caacccttcet
gattacttcce
aatgtggacc
aatatccgtg
aaaccctaaa
tttattttat

acc

44

gcaaagtagt
attcctgggg
ccecetttagt
gtaaccagcc
acttatttet
ggctcttcece
gctgcatctt
ttacaggaaa
cagtagacag
ggccttettt
ggcagcgggce
caaacccctg
aatcaaaaag
taagggtgaa
ctgacgectgce

tctttcactt

cccgcageca
gctaccgttg
atactgtcaa
atattgacga
actacagaat
ataggggagt
ccctaaccta
cctaccactce
aaccaaataa
acgtaggcct
taaccatgta
tgaataaaaa

atgggaaaag

aatcctccga
ggcctgattg
ctctacagtc
ataaaaatca
actaggcttc
acaaccgggc
ccecgetcact
ctgctecggcet
gtcgetgege
actgcagtat
accaaaatac
gaggtgagga
ggagattgga
cacccacctce
cgaggtgetg

ttataggatg

tcttggccag
gagaaggaaa
ggctaccaca
ctttgttcce
aagaaaggtt
gggctccact
tgacccatat
ccgttacttce
caaaaggaat
cggcactgeg
tgtacaattc

taaaaaccat

ggcacagggt

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

1773



10

<210>6
<211>702
<212> ADN

<213> Circovirus porcino

<400> 6

atgacgtatc
cagatcctcce
aaaaatggca
acagtcagaa
cccecgggag
gttaaggttg
actgctgtta
tatgtaaact
ttcacaccca
aatcagcttt
gcgttcgaaa
ttcagagaat

<210>7
<211> 233
<212> PRT

caaggaggcg
gccgecgecce
tcttcaacac
cgecectectg
gggggaccaa
aattctggcce
ttctagatga
actcctceceg
aacctgttct
ggatgaggct
acagtatata

ttaatcttaa

<213> Circovirus porcino

<400> 7

ES 2719483 T3

ttaccgcaga
ctggctegte
ccgectetcee
ggcggtggac
caaaatctct
ctgctcececce
taactttgta
ccatacaatc
tgactccacc
acaaacctct
cgaccaggac

agacccccca

agaagacacc
cacccccgec
cgcaccttceg
atgatgagat
ataccctttg
atcacccagg
acaaaggcca
ccccaaccct
attgattact
agaaatgtgg
tacaatatcc

cttaaaccct

45

gcccecgeag
accgctaccg
gatatactgt
ttaatattga
aatactacag
gtgatagggg
cagccctaac
tctcctacca
tccaaccaaa
accacgtagg
gtgtaaccat

aa

ccatcttggce
ttggagaagg
caaggctacc
cgactttgtt
aataagaaag
agtgggctcc
ctatgaccca
ctcecegttac
taacaaaagg
cctecggecact

gtatgtacaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

702



Met

Ser

Arg

Leu

Pro

65

Pro

Arg

Gln

Phe

Ser

145

Phe

Asn

Val

Gln

Asn
225

<210> 8
<211> 1767
<212> ADN

Thr

His

His

Ser

50

Ser

Pro

Ile

Gly

Val

130

Ser

Thr

Asn

Asp

Asp

210

Leu

Tyr

Leu

Arg

35

Arg

Trp

Gly

Arg

Asp

115

Thr

Arg

Pro

Lys

His

195

Tyr

Lys

Pro

Gly

20

Tyr

Thr

Ala

Gly

Lys

100

Arg

Lys

His

Lys

Arg

180

Val

Asn

Asp

Arg

Gln

Arg

Phe

Val

Gly

85

Val

Gly

Ala

Thr

Pro

165

Asn

Gly

Ile

Pro

ES 2719483 T3

Arg

Ile

Trp

Gly

Asp

70

Thr

Lys

Val

Thr

Ile

150

Val

Gln

Leu

Arg

Pro
230

Arg

Leu

Arg

Tyr

55

Met

Asn

Val

Gly

Ala

135

Pro

Leu

Leu

Gly

Val

215

Leu

Tyr

Arg

Arg

40

Thr

Met

Lys

Glu

Ser

120

Leu

Gln

Asp

Trp

Thr

200

Thr

Lys

Arg

Arg

25

Lys

Val

Arg

Ile

Phe

105

Thr

Thr

Pro

Ser

Met

185

Ala

Met

Pro

46

Arg

10

Arg

Asn

Lys

Phe

Ser

90

Trp

Ala

Tyr

Phe

Thr

170

Arg

Phe

Tyr

Arg

Pro

Gly

Ala

Asn

75

Ile

Pro

Val

Asp

Ser

155

Ile

Leu

Glu

Val

Arg

Trp

Ile

Thr

60

Ile

Pro

Cys

Ile

Pro

140

Tyr

Asp

Gln

Asn

Gln
220

His

Leu

Phe

45

Thr

Asp

Phe

Ser

Leu

125

Tyr

His

Tyr

Thr

Ser

205

Phe

Arg

Val

30

Asn

Val

Asp

Glu

Pro

110

Asp

Val

Ser

Phe

Ser

190

Ile

Arg

Pro

15

His

Thr

Arg

Phe

Tyr

95

Ile

Asp

Asn

Arg

Gln

175

Arg

Tyr

Glu

Arg

Pro

Arg

Thr

Val

80

Tyr

Thr

Asn

Tyr

Tyr

160

Pro

Asn

Asp

Phe



<213> Circovirus porcino

<400> 8

ggtacctccg
tagagagctt
ctggtaatca
aatggatacc
tccaaaacaa
cagtaggtgt
gggcccacta
ttcaaaagtt
acagtcacca
ttceceetggt
tctttattct
cacttcacct
gttctaccct
agctcccgta
ttatggggtt
ccgetgecga
acgtatccaa
atcctcecegee
aatggcatct
gtcagaacgc
ccgggagggyg
aaggttgaat
gctgttatte
gtaaactact
acacccaaac
cagctttgga
ttcgaaaaca

agagaattta

tggattgttc
ctacagctgg
aaatactgcg
ggtcacacag
caacttctte
cgctaggetce
tgacgtgtac
cagccagccce
aagaccccgt
tcecgeggage
gctggteggt
tgttaaaagt
cttccaaacc
ttttgttttt
gcgggecget
agtgcgctgg
ggaggcgtta
gccgeccectg
tcaacacccg
cctectggge
ggaccaacaa
tctggececctg
tagatgataa
cctceegeca
ctgttcttga
tgaggctaca
gtatatacga

atcttaaaga

ES 2719483 T3

tccagcagtce
gacagcagtt
ggccaaaaaa
tctcagtaga
tccatgatat
agcaaaatta
agctgtcette
gcggaaattt
ctccaaaagg
tccacactceg
tcettteget
ctgcttectta
ttccteteeg
ctecectecteg
tttecectgett
taatactaca
ccgcagaaga
gctcgtccac
cctecteecge
ggtggacatg
aatctctata
ctcececcate
ctttgtaaca
tacaatcgcce
ctccaccatt
aacctctaga
ccaggactac

cceeccactt

ttccaaaatt
gaggagtacc
ggaacagtac
tcatcccaag
ccatcccacce
cgggcccact
caatcacgct
ctcacatacg
gtactcacag
ataagtatgt
ttctecgatgt
gcaaaattcg
caaacaaaat
gaaggattat
ggcattttca
gcagcgcact
agacaccgcc
ccecegecace
accttcggat
atgagattta
cccetttgaat
acccagggtg
aaggccacag
caacccttct
gattacttce
aatgtggacc
aatatcecgtg

aaaccctaaa

47

gcaaagtagt
attcctgggg
ccecetttagt
gtaaccagcc
acttatttet
ggctcttcece
gctgcatctt
ttacagggaa
cagtagacag
ggccttettt
ggcagcgggce
caaacccctg
aatcaaaaag
taagggtgaa
ctgacgectgce
tctttcactt
cccgcageca
gctaccgttg
atactgtcaa
atattgacga
actacagaat
ataggggagt
ccctaaccta
cctaccactc
aaccaaataa
acgtaggcct
taaccatgta

tgaataaaaa

aatcctccga
ggcctgattg
ctctacagtc
ataaaaatca
actaggcttc
acaaccgggc
ccecgetcact
ctgctecggcet
gtcgetgege
actgcagtat
accaaaatac
gaggtgagga
ggagattgga
cacccacctce
cgaggtgctg
ttataggatg
tcttggccag
gagaaggaaa
ggctaccaca
ctttgttcce
aagaaaggtt
gggctccact
tgacccatat
ccgttacttce
caaaaggaat
cggcactgeg
tgtacaattc

taaaaaccat

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



10

tacgatgtga
gggtccactg
<210>9

<211>702
<212> ADN

taacaaaaaa

cttcaaatcg

<213> Circovirus porcino

<400> 9

atgacgtatc
cagatcctcce
aaaaatggca
acagtcagaa
cccecgggag
gttaaggttg
actgctgtta
tatgtaaact
ttcacaccca
aatcagcttt
gcgttcgaaa
ttcagagaat
<210> 10

<211> 233
<212> PRT

caaggaggcg
gccgecgecce
tcttcaacac
cgecectectg
gggggaccaa
aattctggcce
ttctagatga
actcctceceg
aacctgttct
ggatgaggct
acagtatata

ttaatcttaa

<213> Circovirus porcino

<400> 10

ES 2719483 T3

gactcagtaa tttattttat atgggaaaag ggcacagggt

gcetteg

ttaccgcaga
ctggctegte
ccgectetcee
ggcggtggac
caaaatctct
ctgctcececce
taactttgta
ccatacaatc
tgactccacc
acaaacctct
cgaccaggac

agacccccca

agaagacacc
cacccccgec
cgcaccttceg
atgatgagat
ataccctttg
atcacccagg
acaaaggcca
gcccaaccct
attgattact
agaaatgtgg
tacaatatcc

cttaaaccct

48

gcccecgeag
accgctaccg
gatatactgt
ttaatattga
aatactacag
gtgatagggg
cagccctaac
tctcctacca
tccaaccaaa
accacgtagg
gtgtaaccat

aa

ccatcttggce
ttggagaagg
caaggctacc
cgactttgtt
aataagaaag
agtgggctcc
ctatgaccca
ctcecegttac
taacaaaagg
ccteggecact

gtatgtacaa

1740

1767

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

702



Met

Ser

Arg

Leu

Pro
65

Pro

Arg

Gln

Phe

Ser

145

Phe

Asn

Val

Gln

Asn
225

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

Thr

His

His

Ser

50

Ser

Pro

Ile

Gly

Val

130

Ser

Thr

Asn

Asp

Asp

210

Leu

Tyr

Leu

Arg

35

Arg

Trp

Gly

Arg

Asp

115

Thr

Arg

Pro

Lys

His

195

Tyr

Lys

Pro

Gly

20

Tyr

Thr

Ala

Gly

Lys

100

Arg

Lys

His

Lys

Arg

180

Val

Asn

Asp

Arg

Gln

Arg

Phe

Val

Gly

Val

Gly

Ala

Thr

Pro

165

Asn

Gly

Ile

Pro

ES 2719483 T3

Arg

Ile

Trp

Gly

Asp
70

Thr

Lys

Val

Thr

Ile

150

Val

Gln

Leu

Arg

Pro
230

Arg

Leu

Arg

Tyr

55

Met

Asn

Val

Gly

Ala

135

Ala

Leu

Leu

Gly

Val

215

Leu

Tyr

Arg

Arg

40

Thr

Met

Lys

Glu

Ser

120

Leu

Gln

Asp

Trp

Thr

200

Thr

Lys

Arg

Arg

25

Lys

Val

Arg

Ile

Phe

105

Thr

Thr

Pro

Ser

Met

185

Ala

Met

Pro

49

Arg

10

Arg

Asn

Lys

Phe

Ser

90

Trp

Ala

Tyr

Phe

Thr

170

Arg

Phe

Tyr

Arg

Pro

Gly

Ala

Asn
75

Ile

Pro

Val

Asp

Ser

155

Ile

Leu

Glu

Val

Arg

Trp

Ile

Thr

60

Ile

Pro

Cys

Ile

Pro

140

Tyr

Asp

Gln

Asn

Gln
220

His

Leu

Phe

45

Thr

Asp

Phe

Ser

Leu

125

Tyr

His

Tyr

Thr

Ser

205

Phe

Arg

Val

30

Asn

Val

Asp

Glu

Pro

110

Asp

Val

Ser

Phe

Ser

190

Ile

Arg

Pro

15

His

Thr

Arg

Phe

Tyr

95

Ile

Asp

Asn

Arg

Gln

175

Arg

Tyr

Glu

Arg

Pro

Arg

Thr

Val
80

Tyr

Thr

Asn

Tyr

Tyr

160

Pro

Asn

Asp

Phe



<213> Circovirus porcino

<400> 11

Met

1

Ser

Arg

Leu

Pro

65

Pro

Arg

Gln

Phe

Ser

145

Phe

Asn

Val

Gln

Asn
225

Thr

His

His

Ser

50

Ser

Pro

Ile

Gly

val

130

Ser

Thr

Asn

Asp

Asp

210

Leu

Tyr

Leu

Arg

35

Arg

Trp

Gly

Arg

Asp

115

Thr

Arg

Pro

Lys

His

195

Tyr

Lys

Pro

Gly

20

Tyr

Thr

Ala

Gly

Lys

100

Arg

Lys

His

Lys

Arg

180

Val

Asn

Asp

Arg

Gln

Arg

Phe

Val

Gly

85

Val

Gly

Ala

Thr

Pro

165

Asn

Gly

Ile

Pro

ES 2719483 T3

Arg

Ile

Trp

Gly

Asp

70

Thr

Lys

Val

Thr

Ile

150

Val

Gln

Leu

Arg

Pro
230

Arg

Leu

Arg

Tyr

55

Met

Asn

Val

Gly

Ala

135

Pro

Leu

Leu

Gly

Val

215

Leu

Tyr

Arg

Arg

40

Thr

Met

Lys

Glu

Ser

120

Leu

Gln

Asp

Trp

Thr

200

Thr

Lys

Arg

Arg

25

Lys

Val

Arg

Ile

Phe

105

Thr

Thr

Pro

Ser

Leu

185

Ala

Met

Pro

50

Arg

10

Arg

Asn

Lys

Phe

Ser

90

Trp

Ala

Tyr

Phe

Thr

170

Arg

Phe

Tyr

Arg

Pro

Gly

Ala

Asn

75

Ile

Pro

Val

Asp

Ser

155

Ile

Leu

Glu

Val

Arg

Trp

Ile

Thr

60

Ile

Pro

Cys

Ile

Pro

140

Tyr

Asp

Gln

Asn

Gln
220

His

Leu

Phe

45

Thr

Asp

Phe

Ser

Leu

125

Tyr

His

Tyr

Thr

Ser

205

Phe

Arg

Val

30

Asn

Val

Asp

Glu

Pro

110

Asp

Val

Ser

Phe

Ser

190

Lys

Arg

Pro

15

His

Thr

Thr

Phe

Tyr

95

Ile

Asp

Asn

Arg

Gln

175

Arg

Tyr

Glu

Arg

Pro

Arg

Thr

Val

80

Tyr

Thr

Asn

Tyr

Tyr

160

Pro

Asn

Asp

Phe



10

<210> 12
<211>713
<212> ADN

<213> Circovirus porcino

<400> 12

cagctatgac
ttggccagat
gaaggaaaaa
aggaaaaatg
ttgttcccece
gaaaggttaa

gctccactge

acccatatgt
gttacttcac
aaaggaatca
gcactgcgtt
tacaattcag
<210> 13

<211> 233
<212> PRT

gtatccaagg
cctececgecge
tggcatcttce
gcatcttcaa
g999agg9gggg
ggttgaattc

tgttattcta

aaactactcc
acccaaacct
gctttggetg
cgaaaacagt

agaatttaat

<213> Circovirus porcino

<400> 13

ES 2719483 T3

aggcgttacc
cgececectgge
aacacccgcece
cacccgecte
accaacaaaa
tggccectget

gatgataact

tcececgecata
gttcttgact
aggctacaaa
aaatacgacc

cttaaagacc

gcagaagaag
tcgtccacce
tctcecegeac
tcecegeacct
tctctatacc
ccceccatcac

ttgtaacaaa

caatccccca
ccactattga
cctctagaaa
aggactacaa

ccccacttaa

51

acaccgcccce
ccgcecaccgce
cttcggatat
tcggatatac
ctttgaatac
ccagggtgat

ggccacagcec

acccttctcece
ttacttccaa
tgtggaccac
tatcecgtgta

accctaaatg

cgcagccatce
taccgttgga
actgtggaga
tgtgacgact
tacagaataa
aggggagtgyg

ctaacctatg

taccactcce
ccaaataaca
gtaggcctcg
accatgtatg

aat

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

713



Met

Ser

Arg

Leu

Pro

65

Pro

Arg

Gln

Phe

Ser

145

Phe

Asn

Val

Gln

Asn
225

<210> 14
<211>713
<212> ADN

Thr

His

His

Ser

50

Ser

Pro

Ile

Gly

Val

130

Ser

Thr

Asn

Asp

Asp

210

Leu

Tyr

Leu

Arg

35

Arg

Trp

Gly

Arg

Asp

115

Thr

Arg

Pro

Lys

His

195

Tyr

Lys

Pro

Gly

20

Tyr

Thr

Ala

Gly

Lys

100

Arg

Lys

His

Lys

Arg

180

Val

Asn

Asp

Arg

Gln

Arg

Phe

Val

Gly

85

Val

Gly

Ala

Thr

Pro

165

Asn

Gly

Ile

Pro

ES 2719483 T3

Arg Arg Tyr

Ile

Trp

Gly

Asp

70

Thr

Lys

Val

Thr

Ile

150

Val

Gln

Leu

Arg

Pro
230

Leu

Arg

Tyr

55

Met

Asn

Val

Gly

Ala

135

Pro

Leu

Leu

Gly

Val

215

Leu

Arg

Arg

40

Thr

Met

Lys

Glu

Ser

120

Leu

Gln

Asp

Trp

Thr

200

Thr

Glu

Arg

Arg

25

Lys

Val

Arg

Ile

Phe

105

Thr

Thr

Pro

Ser

Leu

185

Ala

Met

Pro

52

Arg

10

Arg

Asn

Lys

Phe

Ser

90

Trp

Ala

Tyr

Phe

Thr

170

Arg

Phe

Tyr

Arg

Pro

Gly

Ala

Asn

75

Ile

Pro

Val

Asp

Ser

155

Ile

Leu

Glu

Val

Arg

Trp

Ile

Thr

60

Ile

Pro

Cys

Ile

Pro

140

Tyr

Asp

Gln

Asn

Gln
220

His

Leu

Phe

45

Thr

Asp

Phe

Ser

Leu

125

Tyr

His

Tyr

Thr

Ser

205

Phe

Arg

Val

30

Asn

Val

Asp

Glu

Pro

110

Asp

Val

Ser

Phe

Ser

190

Lys

Arg

Pro

15

His

Thr

Thr

Phe

Tyr

95

Ile

Asp

Asn

Arg

Gln

175

Arg

Tyr

Glu

Arg

Pro

Arg

Thr

Val

80

Tyr

Thr

Asn

Tyr

Tyr

160

Pro

Asn

Asp

Phe



<213> Circovirus porcino

<400> 14

ccgccatgac
ttggccagat
gaaggaaaaa
ctaccacagt
ttgttcccece
gaaaggttaa
gctccactge
acccatatgt
gttacttcac
aaaggaatca
gcactgcgtt
tacaattcag

<210> 15
<211> 233
<212> PRT

gtatccaagg
cctececgecge
tggcatcttce
cacaacgccce
g999agg9gggg
ggttgaattc
tgttattcta
aaactactcc
acccaaacct
gctttggetg
cgaaaacagt

agaatttaat

<213> Circovirus porcino

<400> 15

Met Thr Tyr Pro Arg Arg Arg Tyr Arg Arg Arg Arg His Arg Pro Arg

1

Ser His Leu Gly Gln Ile Leu Arg Arg Arg Pro Trp Leu Val His Pro

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

5

20

ES 2719483 T3

aggcgttacc
cgececectgge
aacacccgcece
tcectgggegg
accaacaaaa
tggccectget
gatgataact
tcececgecata
gttcttgact
aggctacaaa
aaatacgacc

cttaaagacc

gcagaagaag
tcgtccacce
tctcecegeac
tggacatgat
tctctatacc
ccceccatcac
ttgtaacaaa
caatccccca
ccactattga
cctctagaaa
aggactacaa

ccccacttga

10

25

53

acaccgcccce
ccgcecaccgce
cttcggatat
gagatttaat
ctttgaatac
ccagggtgat
ggccacagcec
acccttctcece
ttacttccaa
tgtggaccac
tatcecgtgta

accctaagaa

cgcagccatce
taccgttgga
actgtcaagg
attgacgact
tacagaataa
aggggagtgyg
ctaacctatg
taccactcce
ccaaataaca
gtaggcctcg
accatgtatg

ttc

15

30

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

713



Leu

Pro

65

Pro

Arg

Gln

Phe

Ser

145

Phe

Asn

Val

Gln

Asn
225

<210> 16

<211> 15450

<212> ADN

Ser

50

Ser

Pro

Ile

Gly

Val

130

Ser

Thr

Asn

Asp

Asp

210

Leu

35

Arg

Trp

Gly

Lys

Asp

115

Thr

Arg

Pro

Lys

His

195

Tyr

Lys

Thr

Ala

Gly

Lys

100

Arg

Lys

His

Lys

Arg

180

Val

Asn

Asp

Phe

Val

Gly

85

Val

Gly

Ala

Thr

Pro

165

Asn

Gly

Ile

Pro

ES 2719483 T3

Gly

Asp

70

Thr

Lys

Val

Thr

Ile

150

Val

Gln

Leu

Arg

Pro
230

Tyr

55

Met

Asn

Val

Gly

Ala

135

Pro

Leu

Leu

Gly

Val

215

Leu

40

Thr

Met

Lys

Glu

Ser

120

Leu

Gln

Asp

Trp

Thr

200

Thr

Lys

Val

Arg

Ile

Phe

105

Thr

Thr

Pro

Ser

Leu

185

Ala

Met

Pro

<213> Virus del sindrome reproductivo y respiratorio porcino

<400> 16

Lys

Phe

Ser

90

Trp

Ala

Tyr

Phe

Thr

170

Arg

Phe

Tyr

Ala

Asn

75

Ile

Pro

Val

Asp

Ser

155

Ile

Leu

Glu

Val

Thr

60

Ile

Pro

Cys

Ile

Pro

140

Tyr

Asp

Gln

Asn

Gln
220

45

Thr

Asp

Phe

Ser

Leu

125

Tyr

His

Tyr

Thr

Ser

205

Phe

Val

Asp

Glu

Pro

110

Asp

Val

Ser

Phe

Ser

190

Ile

Arg

Arg

Phe

Tyr

95

Ile

Asp

Asn

Arg

Gln

175

Arg

Tyr

Glu

Thr

Val

80

Tyr

Thr

Asn

Tyr

Tyr

160

Pro

Asn

Asp

Phe

atgacgtata ggtgttggct ctatgccacg gecatttgtat tgtcaggagce tgtggcecatt

ggcacagccc aaaacttgcect gcacggaaaa cgcccttctg tgacagcctt cttcagggga

gcttaggggt ctgtccctag caccttgett ctggagttge actgetttac ggtctctceca

54

60

120

180



cccectttaac
ttatggcgga
tgaatctcca
tceggtggac
ggctttetge
gaatggtgeg
aggctctaca
gagtggccgt
atgtgttaac
agtgtgctat
ggaaagtctc
agttgaagtt
tgtectgagtt
acggctgcect
tgctecccace
ccaagcatgg
cagtgactga
tcegecactt
taagggtaga
gcagtcacaa
ccacggtege
ttgccagege
gtggttggca
ctcttecega
ccatccaaat
agtacgtget
cttetttget
tcccagacgt
taatgcactt
atcgtctgge
gaggaggaga

ttgaggaatg

catgtctggg
gggccaagtce
agttcctgag
gttgeccacgt
gatctttcca
ggttgcagcet
agtttatgaa
ttacgccaac
caacctaccg
ggctaacgte
ctgggcccect
gattgcgaac
tgcettcata
tcecegetgat
ggaagttcag
tgtecatgge
tacagatgga
cagactggcg
gcctaatacg
gtggtacggt
tcaccgeget
caacagggct
ctgcatttce
gagagtgaga
cctcaggcete
caagctggaa
cccecttgaa
ggtcgaagtt
gcctagecagt
tteceeceggee
gcatcctgac

ctgectgttce

ES 2719483 T3

atacttgatc
tactgcacac
cttggggtgce
gcattccceca
attgcacgaa
gagatttaca
cggggttgtc
tcectacatg
ctececgecaga
tatgacattg
cgtggcgggg
cgactccaca
gcecectggga
actgtccctg
aataaagaaa
aagtacctac
cctattgtcg
gaagaaccta
tcgeccaatgg
gctggaaaga
ttgececegete
gagcatctca
gccattacca
ccttcagatg
ccecgeggecet
ggtgagcact
tgtgttcagg
tcecggatttg
gtcatcccag
gccactgtgt
caggtgtgct

cggaacaaag

ggtgcacgtg
gatgtctcag
tgggccetatt
ctgtcgagtg
tgaccagtgg
gagccggcca
gctggtaccce
tgagtgacaa
ggcccaagcece
gccataacgce
atgaagtgaa
tctecttece
gtggtgtctce
atgggaactg
ttecgeegtge
agcggaggcet
tacagtactt
gcecteectgg
gtggcaaggg
gagcaaggag
gcgaagccca
agtactattc
accggatggt
actgggctac
tggacaggaa
ggaccgtcte
gttgttgtga
accctgectg
ctgectetgge
ggactgtttce
tagggaaaat

ccaaccgggce

55

cacccccaat
tgcacggtct
ttataggcce
ctceecetgee
aaacctgaac
actcacccct
cattgtcgga
acctttececg
tgaagacttt
cgtcatgtat
atttgaaacc
gccccaccac
cttgegggte
ctggtggtac
taaccaattt
gcaagttaat
ctctgttagg
gtttgaagac
tgaaaaaatc
agcacgctct
gcaggccaag
ccecgectgece
gaattccaaa
tgacgaggat
cggtgettgt
tgtgaccccet
gcataagagce
tcttgaccga
cgagatgtcce
gcaattecttt
tatcaacctt

taccececggaa

gccagggtgt
ctccttecte
gaagagccac
ggggcectget
tttcaacaaa
gcagttttga
cctgtecctg
ggagcaactc
tgeccettttg
gtggccagag
gtccecgaag
gcagtggaca
gagcaccaac
ttgtttgact
ggctatcaaa
ggtctcegag
gagagttgga
ctcctecagaa
ttceggtttg
ggtgcgactg
aagctcgagg
gacgggaact
tttgaaacca
cttgtgaata
gctggcegeca
gggatgaccc
ggtcttggtt
cttgctgaga
gacgacttca
gcccgecaca
tgtcaggtga

gaggttgegg

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



caaaagttga
agagggctcg
gggttgagac
ttectgtegt
tgtccaattg
ccttgetcete
ctggececgeg
atctgctgaa
aggttgatct
caagagttca
ctgctecgeg
ttectaacgg
agccgatgac
tgeceggeccece
agccaatttt
cggcagcage
aatatgaggc
aagaagctga
ctgtgtcatc
aagccattat
gcctecegeat
aatggectttce
accaggcgtt
cgccgecgec
gtgcagagag
ggaaaataga
aaccggtata
gcacagcagc
cagacggegt
ggctcttcga

tctcacacct

ccagtacctc
cccgeccgage
ggcgaatcag
gactcaagag
ctactaccct
taagttggag
acccgcactg
attagtcaac
aaaagcttgg
gcctcgaaaa
caggaaggtc
ttgggaagat
acctctgagt
agttecectgeca
tgtgtctgcea
gccgatgtge
ttcececcecta
ggaagttctg
aagcagctcc
cgacteggge
catgcgtgaa
tcgecatgtgg
tcgcacctta
ctacccgtgt
cgaccttacc
aaataccggt
caaccaacct
tccgtecegeg
agatgcggac
ccaattgagc

cttcaaatct

ES 2719483 T3

cgtggtgcag
gcgacggaca
acaaccaaac
cctttggaca
gcacaaggtg
ggggttgttc
ccgaacgggc
gcccaggcaa
gtcaaaaatt
acgaagtctg
agatctgatt
tcgactgttg
gagcctgtac
ccgegtagag
ctgcgacaca
caggacgaac
acaccaccgc
agtgaaatct
ctgtcaagtg
gggccctgeca
gcttgtgatg
gatagggtgg
gatggcaggt
gggtttgtga
attggttcag
gagatgatca
gccaaagact
ggtacaggtg
ggtggggggc
cgtcaggttt

gacagtggtt

caagccttgg
cctectttga
agctccatgt
gagactcggt
acgaggtccg
gtgaggaata
tcgacgagcet
cttcagaaat
acccacggtg
tcaagagctt
gtggcagcce
gtggtccect
ttatttccag
ctgtgtceceg
aatttcagca
ccttagattt
agaacgtggyg
cggatattct
ttaagatcac
gtgggcacct
cggccaagct
acatgctgac
ttgggtttct
tgttgcctca
tcgccactga
accagggacc
cccggatatce
gcgeccggett
cgttgcagac
ttaacctcgt

attcteccggg

56

agaatgcttg
ttggaatgtt
caaccagtgc
ccctetgace
tcaccgtgag
tgggctcacg
taaagaccag
gatggcctgg
gacaccgcca
gctagagaac
gattttgatg
tgatcttteg
gccagtgaca
accgatgacg
ggtggaaaaa
gtctgcatce
cattctggag
gaatgatacc
acgcccaaaa
ccaaagggaa
tagtgaccct
ttggcgecaac
cccaaagatg
caccccectgeca
agatattcca
cttggcatce
gtcgeggggg
atttactgat
ggtaagaaag

cteccecatete

tgattggggt

gccaagcttg
gtgcttccetg
cgcgctctgg
gccttetege
aggctaaact
ccaactggac
atggaggagg
gcagccgage
cccectecac
aagcctgtcecce
ggcgacaatg
gcaccatccg
tctttgagtg
ccetegagtg
gcaaatctgg
tcacagactg
gtaagggggc
aaccctgcac
tactcagctce
aaagaagcat
gccacgcagg
acgtctgett
atactcgaga
ccttecegtga
cgcatccteg
tctgaggaag
tctgacgaga
ttgccacctt
aaagctgaaa
cctgttttet

tttgcagett

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960



ttactctatt
tgggtgtatt
cttttgetgt
actcgccaga
ttcgeagect
gcggggcacg
tggctggage
gaactgctcce
cactcatcga
ccactgggtg
ccategegtt
cttatgatcce
tggcegagge
ttcccacegg
ctacagccct
cccagctgaa
tcattgetge
taacttcagt
cegttectgg
geccttaccect
tegttttgat
tgectgtgeat
gtgtgtttcc
tgtttttett
ctctttgget
atcattacac
acttggcetge
agcttgggtce
atgtggttgg
gcgtgactge
atcaaatgct

aaggagctge

ttgecctettt
ttctgggtcet
tggcetgtte
gtgcaggaac
tgttgtgggce
ctacatctgg
ttatgtgcectt
taatgaaatc
cctgtgegat
gcgtgggtgce
cgcccagttg
taatcaagce
agtcccaaaa
agtgaaagtt
ccggtetggt
tggactaaag
cctgecatgtt
ggggtcttge
ctacggacca
gcccttgaca
tttegtttce
tttacttgceca
ttgttggttg
gatttctgta
tttgggacgt
cagtggccce
cgtcegecege
ccttettgag
gtcctcecatg
cgcacatgtc
tgactttgat

tcccaagace
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ttgtgttaca
tcteggegtyg
aagcctgtgt
gtccttcecatt
ccegteggte
cattttttge
tctcaaggta
gccttcaacg
cggttttgtg
tggaccggcc
gatgaaaaga
gtgaagtgct
gtggccaaag
gatccegagt
tactctacca
atcaggcaaa
gcctgetega
ggtgccggea
ggctctectet
gcacttgtgg
atcggaggca
atcgecaget
cgctggttcet
aatatgcecctt
tatactaaca
cgeggtgttg
gctgegttga
ggcgcetttca
ggctctggtg

cttacgggta

gtgaaagggg

caattctgeg

gctacccatt
tgcgcatggg
ccgaccecagt
cttttgagcet
tcggtcettge
ttaggcecttgg
ggtgtaaaaa
tgttececettt
cgccaacagg
gaagtcccat
ggattacggce
tgcgggtgtt
tttctgcetat
gcaggatcgt
caaacctcgt
tttccaagee
tggcgttgea
ccaacgatcce
gcacgtccag
cgggattcgg
tggctcatag
atgtttgggt
ctttgecacce
cgggaatctt
ttgectggtcet
ccgecttgge
ctggtcgecac
gaactcgaaa
gagtgttcac
attcggctag

acttcgceccat

aggacggatg
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ctteggtttce
ggtttttgge
cggcactgct
tctcaaacct
cattettgge
cattgttgca
gtgctgggga
tacacgtgeg
catggacccc
tgagcaaccc
tagaactgtg
acaggcgggt
tccattcecga
ggttgaccce
ccttggtgtg
ttcgggagga
catgcttget
atggtgcact
attgtgecatce
tcttcaggaa
gttgagttgt
accccttace
ccttaccatc
ggccgtggtg
tgtcacccce
taccgcacca
catgctgtte
gcectcecactg
catcgacggg
ggtttccgga
agctgattge

gactggecegt

gttccectet
tgctggetgg
tgtgagtttg
tgggaccctg
aagttactgg
gattgtatct
tcttgtataa
accaggtcgt
attttcecteg
tctgaaaaac
gtcgetcage
ggggcgatgg
gceecettttt
gatactttta
ggggactttg
ggcccacacce
ggggtttatg
aatccgtttg
tcccaacatg
atcgecettgg
aaggctgata
tggttgettt
ctatggttgg
ttattggttt
tatgatattc
gatggaacct
accccegtcete
aacaccgtca
aaaattaggt
gtcggcecttca
ccgaattgge

gcctattgge

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880



tgacatcctc
cgtgcggega
caggatcaaa
tggcacccat
gtgatgtgaa
gcgecttget
gtgtgttttt
ggttttteat
ggatgtttgt
taacagcagce
ccggttttgt
tgagcaccta
cgtgtggtgt
acaatgttct
agggaaagtt
gtgcecetege
ttaagtgcett
cctatgcaaa
gtactttgge
acattgttgt
gtaccaagca
tggcgegegt
caccgaaagt
agaagaggcg
aattttggga
cgtgggagtg
gtgggcatac
agttcctggt
ccgtggagca
agaaactgaa

gctagceccegece

tggcgtcgaa
ttcegggtcec
taaacaagga
caagctgage
ggttggcage
tgctgeccaaa
cctactgtgg
tctgaatgag
gctatcttgg
tcttaacagg
cgcagatctt
tgececttectg
tgtgcaccta
tgttggtgat
gagggaaggg
tatgagactc
tgtttctgeg
agcacttaga
caagcttgag
tgctcecttgge
tactctccaa
cgttgaccca
tctagagaat
taggatggaa
caagaattcc
cctcagagtt
tactattgaa
cccegtcaac
ggcccttgge
aagaataatt

agcggcettga
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cccggtgtta
ccagtgatca
ggtggcatcg
gaattaagtg
cacataatta
cctgaactgg
agaatgatgg
gttctcececag
ctcacaccat
aacagatggt
gcggtaactce
ccteggatga
cttgccatca
ggagegtttt
gtgtcgcaat
aatgacgagg
tccaacatga
attgaacttg
gcttttgetg
catacgceccetg
gtcattgaga
acccccacgce
ggtcccaacg
accgtecggca
ggtgatgtgt
ggtgaccctg
gataaggatt
ccagagagcg
atgatgaatg
gacaaacttc

ccegetgtgg

ttgggaatgg
ccgaagctgg
tcacgcgecec
aattctttge
aagacacgtg
agggaggcct
gacatgcctg
ctgteetggt
ggtctgecgea
cacttgceett
aagggcaccc
tggttgtgac
ttttgtactt
ctgcagcettt
cctgecggaat
acttggactt
ggaatgcagc
cccagttggt
ataccgtggce
ttggcagcat
ccagagtcct
ccccacccege
cctgggggga
tctttgtcat
tttacgagga
ccgactttaa
acaaagtcta
gaagagccca
tcgacggtga
agggccttac

tcgcggegge
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attcgectte
tgagattgtc
ttcaggccag
tggacccaag
cgaagtacct
cteccacegte
gacgcccttg
tcggagtgtt
agttctgatg
ttacageccett
gttgcaggca
ctcaccagtce
gttcaagtac
cttecttgega
gaatcatgag
ccttacgaaa
aggccaattc
gcaggttgat
accccaactce
cttcgaccta
tgccgggtee
acccgtgecce
tggggaccgt

gggtgggaag

ggtccatgac
ccctgagaag
cgcctcecceca
atgggaagct
actgacggcce
taaggagcag

ttggttgtta

tgcttcaccg
ggcgttcaca
ttttgtaacg
gtceccegeteg
tcagatcttt
caacttctgt
gttgetgtgg
ttectectttg
atcaggcecttc
ggtgcggtga
gtaatgaatt
ccagtgattg
cgcggectge
tactttgeceg
tcattgactg
tggactgatt
atcgaggctg
aaggttcgag
tcgeceecggtyg
aaggttggtg
aaaatgaccg
atccccctcece
ttgaataaga
aagtaccaga
aacacagatg
ggaactctgt
tctggcaaga
gcaaagcttt
aaagaagtgg
tgtttaaact

ctgagacagce

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6300

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740



ggtaaaaata
ggccagtgag
ggttgacggt
cteceggtget
cgatggcacg
gcaaataata
caagctgtac
gtttggagac
ctgectcecacg
gccctecggt
ctctaggcct
agacctctcce
tgtgcgtaag
ttaccectgece
tcagagcgtc
tgttaccect
cggcaccaat
cttcatgaaa
acagactccg
acctgceaatt
gcacctaccg
agtgactaag
ttacagcttg
tcatggcecett
cctgategte
ccactggtgg
agccataacg
ccccaaccegt
tgaatactac
tcctgaatgg

cagctttccce

ggggaagaag

gtcaaatttc
gttgagectga
ggtgttgtge
gacgcatctce
ctttgggact
caggcttgtg
cctgttaggg
ataccttaca
cccaatgcecca
tttgaattgt
gactgcccca
aagtatgact
tacctgtttg
aagaattcta
cccgaaatcg
tgtaccctceca
aatttcattg
aaggcgttta
atcttaggca
gtcegetggt
tegtacgtge
aggggtggec
gtgatatatg
ctgttectac
tattcggacg
gtcgaacatc
gactcgeccat
gacaggatcc
gcecgeggegg
tttgaagage
ggcccegecgt

tccagaatgt

ES 2719483 T3

acaaccggac
aagacgcggt
tcetgegtte
ctaagttact
ttgaggcecga
acattaggcg
gcaaccctga
aaacccccag
ctceggtgac
atgtaccgac
aacagttgac
tgtccaccca
cccacgtggg
tggctggaat
acgttctgtg
agaaacagta
cgttggceccca
actcgeccat
ggtgccttga
ttgcegecaa
tgaactgctg
tgtegtetgg
cacagcacat
aagaccagct
acctcgtget
tgaatttgat
catttctagg
tcgeggecect
ctgcaatact
ttgtggttgg

tcttettgte

gcgggtattg

tttcacccta
cgagcacaac
cgcagttccet
cgctegtcac
ggccaccaaa
cggtgacgceca
gcgggtaaaa
tgacactggg
tgatgggcgce
cattccagceg
agagcacggc
aggctttgtt
taagtgcccg
aaatgggaac
cgcacaggcc
ttgtgggaag
ccgggcageg
cgeecteggg
agctgatctt
ccttectttat
ccatgaccta
cgacccgatce
ggtgcttagt
gaagttcgag
gtatgccgaa
gctgggtttt
ctgtaggata
cgcttaccat
catggacagc
gatagcgcecat
catgtgggaa

cggggecctg
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gggcctgtga
caacacccgg
tcgettatag
gggccgggga
gaggaaattg
cctgaaattg
ggagttttac
agcccagtge
tcegtcettgg
tctgtcettyg
tgtgaggatg
ttacctgggg
ccegtteate
aggtttccaa
gtgcgagaaa
aagaagacta
ttgagtggtg
aaaaacaaat
gcatcetgtg
gaacttgect
ttggtcacge
acttctgtgt
tactttaaaa
gacatgctca
tctcccacca
cagacggacc
ataaatggac
atgaaggcaa
tgtgettgtt
tgegecegea
aaactcagat

gctcegtacg

atttaaaagt
ttgcaagacc
atgtcctgat
acactgggat
cgctcagtge
gtctcecetta
agaatacaag
acgcggcetge
ctactaccat
attatcttga
ccgcattgag
ttecttegect
ggccttccac
ccaaggacat
actggcaaac
ggacaatact
tcacccaggg
ttaaggagct
atcgatccac
gtgctgaaga
agtcecggege
ctaacaccat
gtggtcaccce
aagtccaacc
tgccgaacta
caaagaagac
gccagcectagt
acaatgtttce
tagagtatga
aggacggcta
ccaatcatga

ccactgecctg

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9600

9660



tggcctcgac
gtgtggccac
cacaagccct
catgcatgtg
attagtctcce
tgctagcacce
tgtgttgege
tcagcaggtce
gattagggct
tgccecectee
gaattccttce
caaaaccacc
tcattgctat
acagaacatc
cacaacccgt
ccacagggac
tgtggtcaca
tatcaccagg
gtttgatctt
gatcgtactg
taaatttagg
ggaagggtcg
tgatttgaca
aacccagaac
gtatagccgt
ccctggggte
ggagacagtc
ggagcgagaa
cgttggggga
agtcgcggta

ggatgtgtac

gtctgtattt
ccggetggtt
ctagatgagg
gagcagggtce
gttaggcgtg
gccctactcee
agcaggttca
caggatggtg
ttggggacgt
cgtaceggece
ttggatgaag
ctcacectgtce
gtttttgaca
tgtgatgcca
gtaacccacg
cgagaggacg
ctgcatttge
gcaagacatg
cctgcgaagg
gatagaaata
gccaccgaca
agctctcege
cagtttgcta
aatgaaaagt
gcgtgcattg
gtgtcatact
ttcagcaccg
gttgctgagt
tgtcatcatg

gtcggggttt

ctcccagace
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accacaccca
ctggttcttg
tgttagaaca
tcacccctct
gcatcagagg
ccacttgtaa
tcatcggtce
atgtcattta
gccggttcaa
cgtgggttcg
cagcgtattg
tgggagactt
tcatgcctca
tccaaccaga
tggaaaaacc
gcgccatcac
ccactaaaga
ctatctttgt
gcacacccgt
ataaagaatg
agcgegttgt
tcececcaaggt
aactcccggt
ggccggatcg
gtgccggecta
acctcacaaa
gccgaattga
ccctecccaca
tcacctccaa
cgagccccgg

ttgaggccta

cttccaccag
tagtgagtgc
agtcccgtat
tgacccagge
aaatgaagtt
agagatcaac
gceceggtget
cacaccgact
cgtcccagea
catcctagecce
taatcacctt
caaacaactc
gacccagttg
ttacagggac
tgtcaagtat
aattgactcc
ttcactcaac
gtatgaccca
caacctcgeca
cacagttgct
agattctctc
cgcacacaac
agaccttgca
gctggttgcece
tatggtggge
atttgtcaag
ggtggattgc
tgccttcatt
atacctteccg
gaaagccgca

cctccaccca
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cattgtccag
aaaccccccec
aagcctccac
agataccaga
gacctaccag
atggtcgetg
gggaaaacat
caccagacca
ggtgcaacgc
ggcggttggt
gatgtcttga
cacccagtgg
aagaccatct
aaacttgtgt
gggcaagtcc
agtcaaggcg
aggcaaagag
cacaggcaat
gtgcaccgtg
caggctctag
cgcgecattt
ttgggatttt
ccccactgge
agccttcgece
cccteggtgt
ggcgaggcte
cgggagtatc
ggcgacgtca
cgettecette
aaagcagtgt

gagactcagt

tcacaatctg
tagggaaagg
ggactgtaat
ctecgeecgegg
acggtgatta
tcgectctaa
actggctcct
tgectegacat
tgcaattcce
gtcctggtaa
ggctccttag
gttttgatte
ggagattcgg
ccatggtcaa
tcacccctta
ccacatttga
ccecttgttge
tgcagagcat
atgagcagct
gcaacggaga
gtgctgatct
atttctcacc
ccgtggtgac
ctgtccataa
ttctaggcac
aagtgcttcc
ttgatgacag
aaggcaccac
ccaaggaatc
gcacattgac

ccaagtgetg

9720

9780

9840

9300

9960

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10920

10980

11040

11100

11160

11220

11280

11340

11400

11460

11520



gaaagttatg
tttccaactt
ccgtgttect
cagaagagtt
cggtgctaaa
tetggegtge
tgaatcggat
caatgatgcg
gaagttttat
aatggggtct
ggaatttttg
catcgeeggt
gcgecectgee
gccgggtgga
aggtgtcaac
cagggcaagc
tggatgtggt
tggctteteg
tgtataatag
agcttcatga
cagcttcttg
ttggtttccg
tccaccttge
gtgcaggata
tccgectgge
gtecttecage
agtttatgtt
cttgeetege
cggcggcaat
aaatgtttcg
gacatcaaaa

cttaggcatg

ttggacttca
gaaggccgcet
gtcaactcca
gtegggteca
atcatcttgt
gcggagttct
acagcgtatce
tttcgtgcge
tttecececeegg
atacaaagcc
gtgtccattg
tggctggtgg
attcaccctg
cattcccacc
cctgattgat
tgcctggaaa
ggctcatttt
actgcccatg
cactttaaat
ttttcagcaa
tactecttttt
ctggttaggg
ctcacccgac
gggcatgacc
ctctccageg
tacacggccce
gacatcaagce
catgacaata
tggtttcacc
tggtttctca
ccaacactac

gcgactegte
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aggaagttcg
atttcacctg
cggtgtatct
cccattgggg
ctagecgcectta
cgctecgacga
tgtatgagtt
gccagaaagg
gceccegteat
tcttcgacaa
ttgatatcat
tcttttgeat
agcaattaca
tggggggtaa
gaaatggtgt
caggtggtga
caacatcttg
ctacacaacc
caggtgtttg
tggctaatag
gttgtgctgt
gcaatttttc
aagcagccge
gatgtgggga
aaagccactt
agttccatcce
accaattcat
tttcagecegt
tagaatggct
ggcgttecgec
cgcagcatca

ctttecgacg

actgatggtc
gtatcagcett
ggacccecctge
agctgacctce
ccatggtgaa
cccagtcaag
caccggaaac
gaaaatttat
tgaaccaact
aattggccag
catatttttg
cagattggtt
gaagatccta
aacacccttt
cgcgtcegaat
gcgaggctac
ccgcecattga
tgegcatgac
ctatttttcc
ctgtacattce
ggttgcgggt
tttcgaactc
tgaggtccett
ggacgatcac
gaccagtgtt
cgagatattt
ctgcgecgtt
atttcagacce
gcgtccectte
tgcaagccat
ggctttgttg

attcgcaaaa
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tggaaagaca
gcaagctacg
atgggccctg
gcagtcaccce
atgcctcectg
tacaaacaca
ggtgaggact
aaggccactg
ttaggcctga
ctttttgtgg
gccattttgt
tgcteecgegg
tgaggeccettt
ggggatgttt
gtaccgegtce
gctgtcetege
agccgagacce
agggtcaaat
aaccccetggt
ctccatattt
tccaatgcta
atggtgaatt
gaacccggta
gacgaactgg
tacgcctggt
gggataggga
catgacggge
tactatcaac
ttttectett
gtttcagttc
teccteccagga

gctctcaatg

agacggccta
cctcecgtacat
ccctttgecaa
cttatgatta
gatacaagat
cctggggttt
gggaggatta
ctaccagcat
attgaaatga
atgctttcac
ttggcttcac
tattececgtge
ctttctcagt
tggcaccata
atggataaag
attagtagtc
tgtaaatatt
gtaaccatag
tcececggecaa
tecctetgttyg
cgtactgttt
acacggtgtg
ggtctctttg
ggttcatggt
tggcgttcct
acgtgagtga
agaacaccac
atcaggtcga
ggttggtttt
gagtctttca
catcagctge

ccgcacggeg

11580

11640

11700

11760

11820

11880

11940

12000

12060

12120

12180

12240

12300

12360

12420

12480

12540

12600

12660

12720

12780

12840

12900

12960

13020

13080

13140

13200

13260

13320

13380

13440



atagggacac
tcttectgatce
ggattcaagg
agctacgtcce
ctgcttcatt
gccatcectac
ttgctcgega
cgccaacagce
gaatggcaca
tcecegtgttg
agttggtctg
catctacgeg
ctgcatgtcce
cagactctat
aggtcatctg
cagagtttca
ccacaaaagg
aaggtaagtc
tttaccttceg
atgggagcag
atcacctcca
cacgtcgaaa
gtcecggegte
gtgttgggtg
taacaacggc
ccagatgctg
gaaaagtaag
caggcatcac
taaccagggce
gtttagtttg

atgatgggct

ctgtgtatat
tcectecatget
tggtatttgg
aacatgtcaa
tcatgacacc
tggcaatttg
ttgetttett
agcagcagct
gattggctgg
actcacattg
gttactgtgt
gtetgtgetce
tggcgctact
cgttggeggt
atcgacctca
gcggaacaat
tgecttttgge
gcggccgact
ggtacatgac
tagttgcact
gatgccgttt
gtgccgeggg
ccggctccat
gcagaaaagc
aagcagcaaa
ggtaaaatca
aagaaaaacc
ttcacccctg
gctggaactt
ccgacgcatc

ggcattcettt
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caccatcaca
ttcttcettge
caatgtgtca
agagtttact
tgagaccatg
aatgttcaag
tgtggtgtat
ctcatttcca
cagaaaaatt
tttcctattg
ccaccgccgg
tggctgegtt
cttgtaccag
cgecegttat
aaagagttgt
ggggtcgtct
gttttccatt
gctagggcett
attcgcgcecac
tctttggggg
gtgcttgecta
ctttcatecceg
tacggttaac
tgttaaacag
agaaaaagaa
tcgcccagea
cggagaagcc
gtgagcggca
gtaccctgte
atactgtgcg

aggcacctca

gccaatgtga
cttttctatg
ggcatcgtgg
caacgctcct
aggtgggcaa
tatgttgggg
cgtgecegtte
gttgatttat
tgattgggcyg
tgcactcacc
gttttatcac
gatttgectte
atataccaac
catagaaaaa
gcttgatggt
ctagacgact
acctacacgc
ctgcaccttt
tttcagagca
gtgtactcag
ggccgcaagt
attgecggcaa
ggcacattgg
ggagtggtaa
ggggaatggc
aaaccagtcc
ccattttecct
attgtgtctg
agattcaggg
cctgatcege

gtgtcagaat
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cagatgagaa
cttctgagat
ctgtgtgtgt
tggtggtcga
ccgttttage
aaatgcttga
tggtttgectg
aacttgacgce
gtggagactt
accagccatt
gggcggtatg
gttattaggce
ttececttetgg
aggggtaagg
tcegtggeaa
tttgccatga
cagtaatgat
tgatctttcet
caaatagggt
ccatagaaac
acattctggce
atgataacca
tgccegggtt
accttgtcaa
cagccagtca
agaggcaagg
ctagcgaccg
tcgtcgatce
aggataagtt
gtcacagcat

tggaagaatg

ttacttacat
gagtgaaaag
caactttacc
tcatgtgegg
ctgtettttt
ccgegggetg
tgctcggecaa
tatgtgaget
ttgtcatctt
tcecttgacac
tcttgagtag
ttgcgaagaa
acactaaggg
ttgaggtcga
cccctttaac
tagcactgcect
atatgctcta
gaattgtgcect
cgcgeteget
ctggaaattc
ccctgeccac
cgcatttgte
gaaaagcctc
atatgccaaa
accagctgtg
gaccgggcaa
aagatgacgt
agactgcctt
acactgtgga
caccctcage

tgtggtggat

13500

13560

13620

13680

13740

13800

13860

13920

13980

14040

14100

14160

14220

14280

14340

14400

14460

14520

14580

14640

14700

14760

14820

14880

14940

15000

15060

15120

15180

15240

15300
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ggcactgatt gacattgtgc ctctaagtca cctattcaat

aaaatttaat tggcgagaac catgcggccg caattaaaaa

dadaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa

<210> 17
<211> 2352
<212> ADN

<213> Virus del sindrome reproductivo y respiratorio porcino

<400> 17

cctatcattg
tttgacaaaa
gatatcatta
ttttgcatca
caattacaga
gggaattaaa
aatggtgtcg
ggtggtgage
gcatcttgece
acacaacctg
ggtgcttgct
gctaatagct
tgtgctgtgg
aatttttett
gcagccacag
tgtggggagg
ggccacttga
ttccatcctg
caattcattt
tcagcegtgt
gaatggctgce
cgttcgectg
cagcggcagyg
ctgaggecgtt

ctgtcacagce

aaccaacttt
ttggccaact
tatttttgge
gattggtttg
agatcctatg
catcctttgg
cgtcgaatgt
gaggctacge
gccattgaag
cgcatgacag
attttcccaa
gtacattcct
ttgcgggttce
tcgaactcac
aggcctacga
acgatcatga
ccagtgttta
agatattcgg
gcgecgtteca
tccagactta
gtcccttcett
caagccatgt
ctttgetgtce
tcgcaaaatc

caatgtaacc

aggcctgaat
tttcgtggat
cattttgttt
ctcecgegata
aggcctttct
ggatgctttg
accgcatcat
tgtctcgcecat
ccgagacctg
ggtcaaatgt
cceetggtte
ctatattttce
caatgctacg
agtgaactac
acctggcagg
tgaactaggg
cgeetggttg
gatagggaat
cgacgggcag
ttaccaacat
ttcctettgg
ttcagttcga
ctccaagaca
cctcagtgtce

gatgagaatt

tgaaatgaaa
gctttcacgg
ggcttcacca
ctecegtgege
ttctcagtge
gcaccataag
ggaaaaagca
tagtagtttg
taaatatttg
aaccatagtg
ccggccaaag
ctctgttgea
tattgetttt
acggtgtgtc
tctetttggt
tttgtggtge
gcgttectgt
gtgagtcaag
aacgccactt
caagtcgacg
ttggttttaa
gtcttgcaga
tcagttgect
gtacggcgat

atttgcattc
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tagggcgacc

aaaaaaaaaa

tggggtctat
agttcttggt
tcgeeggttg
gccctgecat
caggtggaca
gtgtcaaccc
ggacaggctg
gatgtggtgg
gcctectegge
tataatagta
cttcatgatt
gcttecttgta
ggtttccget
caccttgect
gcaggatagg
cgtectggect
ctttcagtta
tttatgttga
tgcctegeca
gcggcaattg
atgtctcttg
cattaagacc
taggtatcgce
agggacaccc

ctctgacctt

gtgtgggggt

aaaaaaaaaa

gcaaagcctt
gtccattgtt
gctggtggte
tcactctgag
ttcccacctg
tgattgatga
cctggaaaca
ctcactttca
tgcccatgcet
ctttgaatca
ttcagcaatg
ctectttttgt
ggttagggge
cacccggcaa
gtatgatcge
ctccagcgaa
cacagcccag
catcaggcat
tgacaatatt
gtttcaccta
gtttctcagg
aacaccaccg
aactcggect
atgtatatta

ctcatgettt

15360

15420

15450

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



cttettgect
atgtgtcagg
aatttaccca
agaccatgag
tgtttaagta
tggtgtatcg
catttacagt
ggtgaatttg
tcctatggtg
accgccggcet
gctgegttga
tgtaccagat
cctgtcatca
agagttgtgce
ggtcgtecctt
<210> 18

<211> 886
<212> ADN

tttctacgcet
catcgtggcet
acgctccttg
gtgggcaact
tgttggggaa
tgccgtcettg
tgatttataa
actgggcagt
ccctecaccac
tttceccacgg
tttgecttegt
ataccaactt
tagagaaaag
ttgatggttc

ag
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tctgagatga
gtgtgcgtca
gtagtcgacc
gttttagcct
atgcttgacc
gtttgttgeg
cttgacgcta
ggagtgtttt
cagccatttc
gcggtatgtt
cattaggttt
tcttectggac
gggtaaagtt

cgcggcaace

gtgaaaaggg

actttaccag
atgtgcggct
gtctttttge
gcgggctatt
ctcgececageg
tgtgagctga
gtcattttte
cttgacacag
ctgagtagca
acgaagaatt
actaagggca
gaggtcgaag

cctataacca

<213> Virus del sindrome reproductivo y respiratorio porcino

<400> 18

64

atttaaagtg
ctacgtccaa
gctccattte
cattctgttg
gctcgtcatt
ccaacagcag
atggcacaga
ctgtgttgac
tcggtetggt
tctacgeggt
gcatgtcctg
gactctatcg
gtcatctgat

aagtttcagc

gtatttggca
catgtcaagg
atgacacctg
gccatttgaa
gectttttttg
caacagctct
ttggttagct
tcacattgtc
cactgtgtct
ctgtgecectg
gcgctactca
ttggcggteg

cgacctcaag

ggagcaatgg

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2352



atggggtcgt

gcgttetcta
ctgctaggge
acattegtge
ctecetttggg
ttgtgettge
ggctttcatc
actacggtta
gctgtcaaac
gaagaaaaag
catcgctcag
cccggagaag

tggtgagcgg

ttgtaccctg

tcatactgtg

ccttagatga
ttacctacac
ttctgecacct
actttcagag
gggtgtactc
taggccgcaa
cgatagcggce
acggcacatt
agggagtggt
aagggggatg
caaaaccagt
cccecatttte

caattgtgtc

tcagattcag

cgecctgatcece
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cttctgceccat
gccagtgatg
tttgatcttce
cacaaacaag
agccatagaa
gtacattttg
aaatgataac
ggtgcccggg
aaaccttgtt
gccagccagt
ccagaggcaa
ctctagcgac

tgtcgtcaat

ggaggataag

gcgtcacage

gatagcacgg
atatatgccc
ctaaattgtg
gtcgegcetceca
acctggaaat
gcecectgece
cacgcatttg
ttgaaaagcc
aaatatgcca
caatcagctg
gggaccggga
tgaagatgat

ccagacagcce

ttacactgtg

gtcaccctca
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ctccacaaaa
taaaagtaag
ctttcacctt
ctatgggagce
tcatcacctc
accacgttga
tcgteecggeg
tcgtgttggg
aataacaacg
tgccagatge
aagaaaaaca
gtcagacatc

tttaatcaag

gagtttagtt

gcatga

ggtgcttttg
tcgecggecga
cgggtacatg
agtagttgca
cagatgccgt
aagtgccgceca
tceecggetece
tggcagaaaa
gcaagcagca
tgggtaagat
agaagaaaaa
acttcacctce

gcgctggaac

tgccgacgca

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

886
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REIVINDICACIONES

1. Una composicidon inmunogénica trivalente que comprende el sobrenadante de un cultivo de Mycoplasma
hyopneumoniae (M.hyo); un antigeno de circovirus porcino tipo 2 (CVP2); y un antigeno del virus del Sindrome
reproductivo y respiratorio porcino (SRRP), en la que el sobrenadante del cultivo de M.hyo se ha separado del
material celular insoluble por centrifugacion, por filtracion o por precipitacion y esta libre tanto de (i) IgG como de (ii)
inmunocomplejos comprendidos por antigeno unido a inmunoglobulina.

2. La composicion de la reivindicacion 1, en la que el sobrenadante del cultivo de M.hyo se ha tratado con proteina A
o proteina G antes de afadirse a la composicion inmunogénica.

3. La composicion de la reivindicacion 1 o 2, en la que el antigeno del virus de SRRP es un virus vivo modificado
genéticamente.

4. La composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que el antigeno de CVP2 esta en forma de
un circovirus quimérico tipo 1-tipo 2, comprendiendo dicho virus quimérico un circovirus porcino tipo 1 recombinante
inactivado que expresa la proteina ORF2 del circovirus porcino tipo 2.

5. La composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que el antigeno de CVP2 esta en forma de
una proteina ORF2 recombinante.

6. La composicién de la reivindicacion 5, en la que la proteina ORF2 recombinante se expresa a partir de un vector
de baculovirus.

7. La composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en la que la composicién comprende ademas un
adyuvante.

8. La composicion de la reivindicacion 7, en la que el adyuvante se selecciona del grupo que consiste en un
adyuvante de aceite en agua, un adyuvante de polimero y agua, un adyuvante de agua en aceite, un adyuvante de
hidréxido de aluminio, un adyuvante de vitamina E y combinaciones de los mismos.

9. Una composicion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 para su uso en la inmunizaciéon de un
cerdo contra M.hyo, CVP2 y el virus de SRRP, que comprende administrar al cerdo la composicion de la
reivindicacion 1 a 8.

10. La composicion para el uso de la reivindicacion 9, en la que la composicién se administra en una dosis Unica.

11. La composicion para el uso de la reivindicacion 9 o 10, en la que la composicién se administra a los cerdos que
tienen anticuerpos de origen materno contra al menos uno de M.hyo, CVP2 y el virus de SRRP.

12. La composicion para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 11, en la que la composiciéon se
administra a los cerdos de 3 semanas de edad o mayores.

13. Una composicion de vacuna que comprende una composicion inmunogénica de acuerdo con una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 8, en la que la composicién comprende ademas un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

14. Una composicion de vacuna como se define en la reivindicacién 13, para su uso en la protecciéon de cerdos
contra la neumonia enzodtica, el Sindrome Multisistémico de Adelgazamiento Post-destete (SMAP) y el sindrome
reproductivo y respiratorio porcino.

15. Un kit que comprende una composicion inmunogénica o de vacuna de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 14, en el que un primer frasco comprende tanto un antigeno de CVP2 como el sobrenadante de
un cultivo de Mycoplasma hyopneumoniae (M.hyo), en el que el sobrenadante esta libre tanto de (i) IgG como (ii)
inmunocomplejos de antigeno/inmunoglobulina y un segundo frasco que contiene el antigeno del virus de SRRP; y
opcionalmente, que incluye ademas un manual de instrucciones con directrices para combinar los contenidos del
primer frasco con los contenidos del segundo frasco y para administrar a un cerdo los contenidos combinados del
primer y el segundo frascos.

16. Un procedimiento de preparacion de una composicion inmunogénica de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 14, comprendiendo el procedimiento:

i) cultivar M.hyo en un medio adecuado durante periodos que varian de 18-144 horas;

i) posteriormente inactivar el cultivo de M.hyo;

iii) cosechar el fluido de cultivo inactivado, en el que el fluido de cultivo inactivado comprende tanto una fraccion
liquida soluble como un material celular insoluble;

iv) separar la fraccion liquida soluble del material celular insoluble por filtracion, por centrifugacion o por
precipitacion;

v) retirar tanto la IgG como los inmunocomplejos de antigeno/inmunoglobulina de la fraccién liquida soluble
separada para formar el sobrenadante de cultivo de M. hyo libre tanto de (i) IgG como de (ii) inmunocomplejos
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comprendidos por antigeno unido a inmunoglobulina; y
vi) posteriormente combinar el sobrenadante con un antigeno de CVP2 y un antigeno del virus de SRRP.
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 4
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Figura b
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Figura 6
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Figura 7A
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Figura 8A
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Figura 9
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Figura 10
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Figura 11

Media de Minimos Cuadrados Geométrica

copias de ADN/mi

1000000
1006040
10000
100U
100

Viremia del CVP2

78



ES 2719483 T3

Figura 12
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Figura 13
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