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DESCRIPCION
Composiciones inmunogeénicas frente a PCV2 y métodos para producir composiciones de este tipo
Listado de secuencias
Esta solicitud contiene un listado de secuencias en formato papel y en formato legible por ordenador.
Antecedentes de la invencion
Campo de la invencion

Un aspecto de la presente descripcion se refiere a la recuperacion de una proteina expresada por el marco de
lectura abierto 2 (ORF2) del circovirus porcino tipo 2 (PCV2). Mas particularmente, la proteina es una proteina
recombinante expresada por un virus transfectado que contiene secuencias de codificacidon recombinantes del
circovirus porcino tipo 2, el marco de lectura abierto 2. AUn mas particularmente, se deja que el virus transfectado
infecte células en un medio de crecimiento y la proteina expresada por el marco de lectura abierto 2 se recupera en
el sobrenadante, y no del interior de las células. Mas particularmente adn, el método comprende los pasos de
amplificar el gen del marco de lectura abierto 2 del circovirus porcino tipo 2, clonar esta porcion amplificada en un
primer vector, recortar la porcion del marco de lectura abierto 2 de este primer vector y clonarla en un vector de
transferencia, cotransfectar el vector de transferencia con un vector viral en células en un medio de
crecimiento,lograr la infeccion de las células por el vector viral y de esa manera expresar el marco de lectura abierto
2 y recuperar la proteina recombinante expresada codificada por el marco de lectura abierto 2 en el sobrenadante.

En otro aspecto, la presente descripcion se refiere a una composicion inmunogénica eficaz para inducir una
respuesta inmune contra PCV2 y con métodos para producir dicha composiciones inmunogénicas. Mas
particularmente, la presente descripcion se refiere a una composicion inmunolégica eficaz para proveer una
respuesta inmune que proteja a un animal que recibe la composicion y reducir, o disminuir la gravedad de los
sintomas clinicos asociados con una infeccidon por PCV2. Aun mas particularmente, la presente descripcion se
refiere a una composicién inmunoldgica basada en proteinas que confiera una proteccion eficaz contra una infeccion
por PCV2. AUun mas particularmente, la presente descripcion se refiere a una composicién inmunolédgica que
comprende el ORF2 de PCV2, en donde la administracion de PCV2-ORF2 da como resultado la proteccion contra
una infecciéon por PCV2. Mas particularmente, la presente descripcion se refiere a una composicion inmunoldgica
eficaz para conferir una inmunidad eficaz a porcinos que reciban la composicion inmunolégica y donde la
composicion comprende la proteina expresada por el ORF2 de PCV2.

Descripcion de la Técnica Anterior

El circovirus porcino tipo 2 (PCV2) es un virus a ADN pequefio (17-22 nm de diametro), icosahédrico, desnudo o sin
envoltura, que contiene un genoma circular de cadena simple. EI PCV2 comparte un 80% de identidad de secuencia
aproximadamente con el circovirus porcino de tipo 1 (PCV1). Sin embargo, a diferencia del PCV1, que en general no
es virulento, los porcinos infectados con PCV2 presentan un sindrome conocido cominmente como sindrome de
desmedro multisistémico post-destete (PMWS). El PMWS se caracteriza clinicamente por desmedro o debilidad,
palidez de la piel, letargia, dificultad respiratoria, diarrea, ictericia e ictericia ligera. En algunos cerdos afectados, se
evidencia una combinacion de todos los sintomas, en tanto otros cerdos solamente presentan uno o dos de estos
sintomas. Durante la necropsia, también lesiones microscopicas y macroscépicas en diversos tejidos y érganos,
siendo los érganos linfoides el sitio mas comun de las lesiones. Se ha observado una fuerte correlacion entre la
cantidad de antigeno o acido nucleico de PCV2 y la gravedad de las lesiones linfoides microscépicas. Los indices de
mortalidad en los cerdos infectados con PCV2 pueden acercarse a tanto como un 80%. Ademas del PMWS, el PCV2
se ha asociado con ofras diversas infecciones incluyendo seudorrabia, sindrome reproductor y respiratorio de
porcinos (PRRS), enfermedad de Glasser, meningitis estreptocdcica, salmonelosis, colibacilosis de post-destete,
hepatosis dietética y bronconeumonia supurante.

En el pasado, se ha utilizado la proteina del marco de lectura abierto 2 (ORF2) del PCV2, con un peso molecular
aproximado de 30 kDa cuando se somete a electroforesis sobre un gel SDS-PAGE, como un componente antigénico
en vacunas para PCV2. Los métodos tipicos para obtener el ORF2 para su uso en dichas vacunas comprende en
general amplificar el ADN que codifica el ORF2 del PCV2, transfectar un vector viral con el ADN del ORF2, infectar
células con dicho vector viral que contiene el ADN del ORF2, permitir que el virus exprese la proteina ORF2 dentro
de la célula y extraer la proteina ORF2 de la célula mediante lisis celular. Estos procedimientos generalmente
demoran hasta cuatro dias después de la infeccion de las células por el vector viral. Sin embargo, estos
procedimientos tienen la desventaja que los procedimientos de extraccion son costosos y también demoran mucho
tiempo. Ademas, no se recupera una gran cantidad de ORF2 de las células; en consecuencia, es necesario infectar
una gran cantidad de células con una gran cantidad de vectores virales con el fin de obtener cantidades suficientes
de la proteina expresada recombinante para su uso en vacunas y semejantes.

Los enfoques actuales sobre inmunizacién contra PCV2 incluyen vacunas basadas en ADN, tales como las que se
describen en la Patente de EEUU N° 6.703.023. Sin embargo, dichas vacunas han resultado ineficaces para conferir
una inmunidad protectora contra una infeccion por PCV2 y los signos clinicos asociados con la misma.
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Los regimenes de vacunacion basados en sensibilizacion y refuerzo usando vacunas de PCV2 basadas en ADN y/o
proteina ORF1 y ORF2 de PCV2 para inducir una respuesta inmunitaria protectara son conocidos a partir de
Blanchard et al. (Vaccine, 2003; vol. 21, p. 4565).

Por consiguiente, persiste en la técnica la necesidad de un método para obtener una proteina ORF2, que no
requiera extraccion de la proteina ORF2 desde el interior de las células infectadas. También se necesitan métodos
de obtencién de la proteina ORF2 recombinante en cantidades suficientes como para preparar eficazmente
composiciones de vacunas. Se necesitan asimismo métodos para obtener la proteina ORF2 que no comprendan los
complicados y trabajosos métodos requeridos por los protocolos actuales de extraccion de la proteina ORF2.
Finalmente, con respecto a las composiciones, en la técnica se necesita una composicion inmunogénica que
confiera una inmunidad protectora contra una infeccion por PCV2 y que disminuya la severidad o permita prevenir
los signos clinicos asociados con la misma.

Sumario de la invenciéon
La presente invencion proporciona:

[1] Una composicion inmunogénica que comprende la proteina ORF2 de PCV2 recombinante para uso en un método
para conferir inmunidad protectora contra los signos clinicos de la infeccion por PCV2 en un cerdo, en donde dicho
método consiste en la administracion de una dosis de dicha composicion inmunogénica a dicho cerdo.

[2] La composicion inmunogénica de [1] para el uso de [1], en donde dicha proteina recombinante ORF2 de PCV2 se
puede obtener al permitir la infeccion de células susceptibles en cultivo con un vector viral recombinante que
contiene secuencias codificantes de ADN de ORF2 de PCV2, en donde la proteina ORF2 es expresada por el vector
viral recombinante, y posteriormente recuperando dicha ORF2 en el sobrenadante.

[3] La composicion inmunogénica de [1] o [2] para el uso de [1] o [2], en donde dicha proteina recombinante ORF2
de PCV2 es una proteina recombinante ORF2 de PCV2 expresada en baculovirus.

[4] La composicién inmunogénica de [3] para el uso de [3], en donde dicha composicion inmunogénica comprende
baculovirus inactivado y sobrenadante de cultivo celular.

[5] La composicién inmunogénica de uno cualquiera de [2] a [4] para el uso de uno cualquiera de [2] a [4], en donde
dicho vector viral se inactiva mediante la adicion de BEI.

[6] La composicion inmunogénica de [5] para el uso de [5], en donde dicho BEI se neutraliza con tiosulfato de sodio.

[7] La composicion inmunogénica de uno cualquiera de [1] a [6] para el uso de uno cualquiera de [1] a [6], en donde
dicha composicion inmunogénica comprende un adyuvante.

[8] La composicion inmunogénica de [7] para el uso de [7], en donde dicho adyuvante se selecciona del grupo que
consiste en polimeros de acido acrilico o polimeros de acido metacrilico.

[9] La composicion inmunogénica de [7] u [8] para el uso de [7] u [8], en donde dicho adyuvante es un carbémero.

[10] La composicién inmunogénica de uno cualquiera de [7] a [9] para el uso de cualquiera de [7] a [9], en donde
dicha composicion inmunogénica comprende 500 ug a 5 mg de adyuvante por dosis.

[11] La composiciéon inmunogénica de uno cualquiera de [1] a [10] para el uso de cualquiera de [1] a [10], en donde
dicha composicion inmunogénica debe administrarse junto con una composiciéon inmunogénica que comprende
antigeno del sindrome reproductor y respiratorio porcino (PRRS).

[12] La composicién inmunogénica de [11] para el uso de [11], en donde dicha composicién inmunogénica es eficaz
en la prevencion de los signos clinicos de PCV2 y las manifestaciones de la enfermedad cuando hay una infeccion
por PRRS.

[13] Uso de una proteina ORF2 de PCV2 recombinante para la fabricacién de una composiciéon inmunogénica para
uso en un método para conferir inmunidad protectora contra los signos clinicos de infeccion por PCV2 en un cerdo,
en donde dicho método consiste en la administracion de una dosis de dicha composicién inmunogénica a dicho
cerdo.

[14] El uso de [13], en donde dicha proteina recombinante ORF2 de PCV2 se puede obtener al permitir la infeccion
de células susceptibles en cultivo con un vector viral recombinante que contiene secuencias codificantes de ADN de
ORF2 de PCV2, en donde la proteina ORF2 es expresada por el vector viral recombinante, y recuperando
posteriormente dicha ORF2 en el sobrenadante.

[15] El uso de [13] o [14], en el que dicha proteina recombinante ORF2 de PCV2 es la proteina recombinante ORF2
de PCV2 expresada en baculovirus.
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[16] El uso de [15], en el que dicha composicién inmunogénica comprende baculovirus inactivado y sobrenadante de
cultivo celular.

[17] El uso de cualquiera de [14] - [16], en el que dicho vector viral se inactiva mediante la adicién de BEI.
[18] El uso de [17], en el que dicho BEI se neutraliza con tiosulfato de sodio.
[19] El uso de uno cualquiera de [13] a [18], en el que dicha composicidon inmunogénica comprende un adyuvante.

[20] El uso de [19], en el que dicho adyuvante se selecciona del grupo que consiste en polimeros de acido acrilico o
polimeros de acido metacrilico.

[21] El uso de [19] o [20], en el que dicho adyuvante es un carbémero.

[22] El uso de cualquiera de [19] a [21], en el que dicha composicion inmunogénica comprende 500 yg a 5 mg de
adyuvante por dosis.

[23] El uso de uno cualquiera de [13] a [22], en el que dicha composicion inmunogénica se administra junto con una
composicion inmunogénica que comprende el antigeno del sindrome reproductor y respiratorio porcino (PRRS).

[24] El uso de [23], en el que dicha composicion inmunogénica es eficaz en la prevencion de los signos clinicos de
PCV2 y las manifestaciones de la enfermedad cuando hay una infeccion por PRRS.

La presente invencion supera los problemas inherentes de la técnica anterior y provee un avance distintivo en el
estado de la técnica. Especificamente, se describen aqui métodos mejorados de produccion y/o recuperacion de la
proteina ORF2 PCV2 recombinante, que i) permiten infectar de células susceptibles en cultivo con un vector viral
recombinante que contiene secuencias de ADN codificantes de ORF2 PCV2, donde la proteina ORF2 es expresada
por el vector viral recombinante, y ii) luego recuperar el ORF2 en el sobrenadante. Se ha descubierto
inesperadamente que el ORF2 es liberado hacia el sobrenadante en grandes cantidades si se permite que la
infeccion y subsiguiente incubacion de las células infectadas avancen mas alla del tipico proceso de recuperacion de
ORF2 PCV2, que extrae al ORF2 PCV2 desde el interior de las células. También se ha encontrado
sorprendentemente que la proteina ORF2 PCV es robusta frente a la degradacion prototipica fuera de las células
productoras. Ambos hallazgos juntos permiten recuperar grandes cantidades de proteina ORF2 del PCV2 del
sobrenadante de cultivos celulares infectados con vectores virales recombinantes que contienen un ADN del ORF2
del PCV2 y expresan la proteina ORF2 del PCV2. Las grandes cantidades de proteina ORF2 del PCV2
mencionadas significan mas de aproximadamente 20 pg/ml de sobrenadante, preferiblemente mas de
aproximadamente 25 pg/ml, con mayor preferencia ain mas de aproximadamente 30 pug/ml, con mayor preferencia
aun mas de aproximadamente 40 ug/ml, con mayor preferencia aun mas de aproximadamente 50 pg/ml, con mayor
preferencia ain mas de aproximadamente 60 ug/ml, con mayor preferencia aun mas de aproximadamente 80 pg/ml,
con mayor preferencia ain mas de aproximadamente 100 upg/ml, con mayor preferencia aun mas de
aproximadamente 150 ug/ml, mas preferiblemente mas de 190 pug/ml aproximadamente. Dichos indices de expresion
también se pueden lograr por ejemplo con los métodos descritos en los Ejemplos 1 a 3.

Cultivos celulares preferidos tienen una cuenta celular entre aproximadamente 0,3-2,0 x 10® células/mL, mas
preferiblemente entre aproximadamente 0,35-1,9 x 10° células/mL, mas preferiblemente aun entre aproximadamente
0,4-1,8 x 10° células/mL, aun mas preferiblemente entre aproximadamente 0,45-1,7 x 108 células/mL y con mayor
preferencia entre aproximadamente 0,5-1,5 x 108 células/mL. Las células preferidas pueden ser determinadas por
los especialistas en la técnica. Las células preferidas son aquellas que son susceptibles a una infeccién por un
vector viral recombinante apropiado, que contiene el ADN de ORF2 del PCV2 y que expresa a la proteina ORF2 del
PCV2. Preferiblemente las células son células de insecto y mas preferiblemente incluyen las células de insecto
comercializadas bajo el nombre comercial células de insecto Sf+ (Protein Sciences Corporation, Meriden, CT).

El medio de crecimiento apropiado también sera determinado por los especialistas en la técnica, siendo un medio de
crecimiento preferido un medio para células de insecto sin suero tal como Excell 420 (JRH Biosciences, Inc., Lenexa,
KS) y semejantes. Vectores virales preferidos incluyen baculovirus, tal como BaculoGold (BD Biosciences
Pharmingen, San Diego, CA), en particular si las células productoras son células de insecto. Aunque se prefiere el
sistema de expresion en baculovirus, los especialistas en la técnica comprenderan que existen otros sistemas de
expresion que funcionaran a efectos de la presente invencion, es decir, la expresion de ORF2 del PCV2 en el
sobrenadante de un cultivo celular. Dichos otros sistemas de expresion pueden requerir el uso de una secuencia
sefial con el fin de lograr la expresién de ORF2 hacia el medio. Se ha descubierto sorprendentemente que cuando el
ORF2 es producido por un sistema de expresion en baculovirus, no requiere de ninguna secuencia sefal o
modificaciéon adicional para lograr la expresion de ORF2 hacia el medio. Se cree que esta proteina puede formar
independientemente particulas de tipo virus (Journal of General Virology, Vol. 81, pags. 2281-2287 (2000) y ser
secretada hacia el sobrenadante del cultivo. El vector viral recombinante que contiene las secuencias de ADN de
ORF2 del PCV2 tiene una multiplicidad de infeccion (MOI) preferida que comprende entre 0,03-1,5
aproximadamente, mas preferiblemente entre 0,05-1,3 aproximadamente, mas preferiblemente aun entre 0,09-1,1
aproximadamente y con mayor preferencia entre 0,1-1,0 aproximadamente, cuando se usa para la infeccion de
células susceptibles. Preferiblemente, los valores de MOl mencionados precedentemente estan relacionados con un

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2733428 T3

mL de liquido de cultivo celular. Preferiblemente, el método descrito en la presente comprende la infecciéon de 0,35-
1,9 x 108 células/mL, mas preferiblemente adn de 0,4-1,8 x 10° células/mL aproximadamente, ain mas
preferiblemente de 0,45-1,7 x 10° células/mL aproximadamente y con mayor preferencia de 0,5-1,5 x 10° células/mL
aproximadamente con un vector viral recombinante que contiene el ADN de ORF2 del PCV2 y que expresa la
proteina ORF del PCV2 con una MOI (multiplicidad de infeccién) de 0,03-1,5 aproximadamente, mas preferiblemente
de 0,05-1,3 aproximadamente, mas preferiblemente aun de 0,09-1,1 aproximadamente y con mayor preferencia de
0,1-1,0 aproximadamente.

Las células infectadas se incuban luego a lo largo de un periodo de hasta diez dias, mas preferiblemente entre
aproximadamente dos dias y aproximadamente diez dias, mas preferiblemente adn entre aproximadamente cuatro
dias y aproximadamente nueve dias y con mayor preferencia entre aproximadamente cinco dias y aproximadamente
ocho dias. Las condiciones de incubacion preferidas incluyen una temperatura de 22-32°C aproximadamente, mas
preferiblemente de 24-30°C aproximadamente, mas preferiblemente aun de 25-29°C aproximadamente, aun mas
preferiblemente de 26-28°C aproximadamente y con mayor preferencia de 27°C aproximadamente. Preferiblemente,
las células Sf+ son observadas después de la inoculacién por los cambios caracteristicos inducidos por el
baculovirus. Dicha observacion puede incluir el monitoreo de la tendencia de la densidad celular y la disminucion de
la viabilidad durante el periodo de post-infecciéon. Se encontré que se observa un pico del titulo viral 3-5 dias
después de la infeccion y se obtiene una liberacion pico de ORF2 de las células hacia el sobrenadante entre los dias
5y 8 y/o cuando la viabilidad celular disminuye a menos de un 10%.

Por lo tanto, se describe aqui un método mejorado para producir y/o recuperar una proteina ORF2 del PCV2
recombinante, preferiblemente en las cantidades descritas precedentemente, que i) permiten infectar numerosas
células susceptibles (véase antes) en cultivo con un vector viral recombinante con la MOI definida precedentemente,
ii) expresar la proteina ORF2 del PCV2 por el vector viral recombinante vy iii) a continuacion recuperar el ORF2 del
PCV2 en el sobrenadante de las células obtenido entre los dias 5 y 8 después de la infeccion y/o cuando la
viabilidad celular disminuye a menos del 10%. Preferiblemente, el vector viral recombinante es un baculovirus
recombinante que contiene secuencias de ADN codificantes de ORF2 del PCV2 y las células son células Sf+.
Ademas, se prefiere examinar periddicamente el cultivo por evidencia macroscépica y microscopica de
contaminacién o por cambios atipicos en la morfologia celular durante el periodo de post-infecciéon. Todo cultivo que
exhiba alguna clase de contaminacion debe ser descartado. Preferiblemente, la proteina ORF2 recombinante
expresada es secretada por las células hacia el medio de crecimiento circundante que mantiene la viabilidad celular.
La ORF2 es recuperada luego en el sobrenadante que rodea a las células en lugar de las propias células.

El proceso de recuperacion comienza preferiblemente con la separacion de los desechos celulares de la ORF2
expresada en el medio mediante un paso de separacion. Etapas de separacion preferidas incluyen filtracion,
centrifugacion a velocidades de hasta 20.000 xg aproximadamente, centrifugacion de flujo continuo, separacion
cromatografica usando métodos convencionales de intercambio idnico o filtracion a través de gel e inmunoafinidad.
Dichos métodos son conocidos por los especialistas en la técnica p.ej. segun (Harris y Angel (eds.), Protein
purification methods-a practical approach, IRL press Oxford 1995). Los métodos de separacion mas preferidos
incluyen centrifugacion a velocidades de hasta 20.000 xg aproximadamente vy filtracion. Los métodos de filtracion
preferidos incluyen microfiltracién frontal o de flujo perpendicular y filtracion de flujo tangencial (o de flujo cruzado)
incluyendo filtracion con membranas de fibras huecas, microfiltracion frontal. Entre los métodos mencionados, se
prefiere la microfiltracion frontal. Los tamafios de poro preferidos para la microfiltracion frontal son de 0,30-1,35 um
aproximadamente, mas preferiblemente de 0,35-1,25 uym aproximadamente, mas preferiblemente aun de 0,40-1,10
pUm aproximadamente y con mayor preferencia de 0,45-1,0 ym aproximadamente. Se cree que cualquier membrana
de filtracion convencional funcionara a los efectos de la presente invencion y se prefieren las membranas de
poliétersulfona. Se elimina todo acido nucleico de bajo peso durante la etapa de filtracion.

Por lo tanto, se describe aqui un método mejorado para producir y/o recuperar proteina ORF2 del PCV2
recombinante, preferiblemente en las cantidades descritas precedentemente, que i) permiten infectar numerosas
células susceptibles (véase antes) en cultivo con un vector viral recombinante con la MOI definida precedentemente,
ii) expresar la proteina ORF2 del PCV por el vector viral recombinante, iii) recuperar la ORF2 del PCV2 en el
sobrenadante de células obtenido entre los dias 5 y 8 después de la infeccidon y/o cuando la viabilidad celular
disminuye a menos del 10% vy iv) separar los desechos celulares de la ORF2 del PCV2 expresado a través de una
etapa de separacion. Preferiblemente, el vector viral recombinante es un baculovirus que contiene las secuencias de
ADN codificantes de la ORF2 vy las células son células Sf+. Las etapas de separacion preferidas son las que se
describieron precedentemente. Mas preferida es la microfiltracion frontal usando una membrana con un tamafio de
poro de 0,30-1,35 um aproximadamente, mas preferiblemente de 0,35-1,25 pm aproximadamente, mas
preferiblemente aun de 0,40-1,10 ym aproximadamente y con mayor preferencia de 0,45-1,0 um aproximadamente.

Para recuperar la ORF2 del PCV2 que se usara en una composicidon inmunogénica o inmunoldgica tal como una
vacuna, se prefiere incluir un paso de inactivacion con el fin de inactivar el vector viral. Una “composicion
inmunogénica o inmunologica” se refiere a una composicion de materia que comprende al menos un antigeno capaz
de provocar una respuesta inmunoldgica en el huésped celular y/o una respuesta inmune mediada por un anticuerpo
contra la composicion o vacuna de interés. Habitualmente, una "respuesta inmunolégica" incluye, a modo de
ejemplo, uno o mas de los siguientes efectos: la produccion o activacion de anticuerpos, células B, células T
auxiliares, células T supresoras y/o células T citotoxicas y/o células T y9, dirigidos especificamente contra uno o mas
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antigenos incluidos en la composicion o vacuna de interés. Preferiblemente, el huésped expresara ya sea una
respuesta inmunoldgica terapéutica o protectora de modo tal que mejora la resistencia a una nueva infeccién y/o se
reduce la severidad clinica de la enfermedad. Dicha proteccion quedara demostrada ya sea por una reduccion o falta
de los sintomas normalmente expresados por un huésped infectado, un tiempo de recuperacién mas rapido y/o un
menor titulo viral en el huésped infectado. Por lo tanto, también se describe aqui un método para producir y/o
recuperar la proteina ORF2 del PCV2 recombinante, preferiblemente en las cantidades descritas precedentemente,
que i) permiten infectar numerosas células susceptibles (véase antes) en cultivo con un vector viral recombinante
con la MOI definida precedentemente, ii) expresar la proteina ORF2 del PCV por el vector viral recombinante, iii)
recuperar la ORF2 del PCV2 en el sobrenadante de las células obtenidas entre los dias 5 y 8 después de la
infeccién y/o cuando la viabilidad celular disminuye a menos del 10%, iv) separar los desechos celulares de la ORF2
del PCV2 expresado a través de una etapa de separacion y v) inactivar el vector viral recombinante.

Preferiblemente, esta inactivacion tiene lugar justo antes o justo después de la etapa de filtracién, donde el momento
de inactivacion preferido es después de la etapa de filtraciéon. Se puede usar cualquier método de inactivacion
convencional a los efectos de la presente invencion. Por consiguiente, la inactivacion se puede efectuar mediante
tratamientos quimicos y/o fisicos. En las formas preferidas, se determina el volumen de los liquidos de cosecha y la
temperatura se lleva a un valor de 32-42°C aproximadamente, mas preferiblemente de 34-40°C aproximadamente y
con mayor preferencia de 35-39°C aproximadamente. Los métodos de inactivacion preferidos incluyen la adicion de
etilenimina binaria ciclada (BEI), preferiblemente a una concentracion entre aproximadamente 1 y aproximadamente
20 mM, preferiblemente entre aproximadamente 2 y aproximadamente 10 mM, mas preferiblemente aun entre
aproximadamente 2 y aproximadamente 8 mM, mas preferiblemente adn entre aproximadamente 3 vy
aproximadamente 7 mM, con mayor preferencia de aproximadamente 5 mM. Por ejemplo, la inactivacion incluye la
adicion de una solucién de bromhidrato de 2-bromoetilenamina, preferiblemente a 0,4 M aproximadamente, que ha
sido ciclado a etilenimina binaria (BEI) 0,2 M en NaOH 0,3N, a los liquidos para obtener una concentracion final de
BEI de 5 mM aproximadamente. Preferiblemente, los liquidos se agitan luego de forma continua durante 72-96 horas
y los liquidos de cosecha inactivados se pueden guardar congelados a -40°C o menos o a 1-7°C aproximadamente.
Una vez completada la inactivacion se agrega una solucion de tiosulfato de sodio, preferiblemente a 1,0 M, para
neutralizar toda la BEI residual. Preferiblemente, el tiosulfato de sodio se agrega en una cantidad equivalente en
comparacion con la cantidad de BEI que se agregd antes para la inactivacion. Por ejemplo, en el caso de agregar
BEI a una concentracion final de 5 mM, se agrega una solucidon de tiosulfato de sodio 1,0 M para obtener una
concentracion minima final 5 mM para neutralizar todo BEI residual.

Por lo tanto, también se describe aqui un método para producir una proteina ORF2 del PCV2 recombinante,
preferiblemente en las cantidades descritas precedentemente, que i) permite infectar numerosas células
susceptibles (véase antes) en cultivo con un vector viral recombinante con la MOI definida precedentemente, ii)
expresar la proteina ORF2 del PCV por el vector viral recombinante, iii) recuperar la ORF2 del PCV2 en el
sobrenadante de células obtenido entre los dias 5 y 8 después de la infeccion y/o cuando la viabilidad celular
disminuye a menos del 10%, iv) separar los desechos celulares de la ORF2 del PCV2 expresado mediante una
etapa de separacion y v) inactivar el vector viral recombinante. Preferiblemente, el vector viral recombinante es un
baculovirus que contiene secuencias de ADN codificantes de la ORF2 y las células son células Sf+. Las etapas de
separacion preferidas son las que se describieron precedentemente, siendo mas preferida la etapa de filtracion. Las
etapas de inactivacion preferidas son las descritas precedentemente. Preferiblemente, la inactivacién se efectua
entre 35-39 °C aproximadamente y en presencia de BEI 2 a 8 mM, con mayor preferencia aun en presencia de BEI 5
mM aproximadamente. Se ha encontrado, sorprendentemente, que concentraciones mayores de BEI afectan
negativamente a la proteina ORF2 del PCV2.

El método descrito precedentemente también puede incluir una etapa de neutralizacion después de la etapa v). Esta
etapa vi) comprende la adicion de una cantidad equivalente de un agente capaz de neutralizar al agente de
inactivacion en la solucion. Preferiblemente, si el agente de inactivacion es BEI, se prefiere la adicion de una
cantidad equivalente de tiosulfato de sodio. Por lo tanto, de acuerdo con un aspecto adicional, la etapa vi)
comprende la adicion de una solucion de tiosulfato de sodio hasta una concentracion final entre aproximadamente 1
y aproximadamente 20 mM, preferiblemente entre aproximadamente 2 y aproximadamente 10 mM, mas
preferiblemente audn entre aproximadamente 2 y aproximadamente 8 mM, mas preferiblemente adn entre
aproximadamente 3 y aproximadamente 7 mM, con mayor preferencia de aproximadamente 5 mM, cuando el agente
de inactivacion es BEI.

En formas preferidas y especialmente en formas que emplearan a la proteina ORF2 del PCV2 recombinante en una
composicion inmunogénica tal como una vacuna, se evaluara la inactivacion de cada lote de ORF2 cosechado
mediante pasajes en las células Sf+ susceptibles a baculovirus, dependiente de anclaje. En una realizacion preferida
de esta evaluacion, se inocula 150 cm? de una monocapa de cultivo celular apropiado con 1,0 mL de liquidos de
PCV2 inactivados y se mantiene a 25-29°C durante 14 dias con al menos dos pasajes. A final del periodo de
mantenimiento, se examinan las monocapas de células por los efectos citopatogénicos (CPE) tipicos de baculovirus
de ORF2 del PCV2. Preferiblemente, también se utilizan controles virales positivos. Dichos controles pueden
consistir en un cultivo de células Sf+ inoculadas con un baculovirus de ORF2 del PCV2 no inactivado de referencia y
un matraz de células Sf+ sin ocular. Después de la incubacion y el pasaje, la ausencia de células infectadas con
virus para los liquidos virales tratados con BEI constituye una prueba de inactivacion satisfactoria. Las células control
inoculadas con el virus de referencia deberian exhibir los CPE tipicos del baculovirus de ORF2 del PCV2 y el matraz
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no inoculado no deberia mostrar evidencia alguna de CPE de baculovirus de ORF2 del PCV2. Como alternativa, al
final del periodo de mantenimiento, se podrian recolectar muestras de sobrenadante e inocularlas sobre una placa
de 96 cavidades Sf+, que fue cargada con células Sf+, y luego mantenerlas a 25-29°C por 5-6 dias. A continuacion,
la placa se fija y se tifie con anticuerpo anti-ORF2 del PCV2 conjugado con FITC. La ausencia de CPE vy la
expresion de ORF2, detectados por microscopia IFA, en los liquidos virales tratados con BEI constituye una prueba
de inactivacion satisfactoria. Las células control inoculadas con el virus de referencia deberia exhibir CPE y actividad
IFA y el matraz no inoculado no deberia presentar evidencia alguna de los CPE de baculovirus de ORF2 del PCV2 ni
actividad IFA.

También se describe aqui una prueba de inactivacién para determinar la eficacia de la inactivacion del vector viral
recombinante, que comprende las etapas de: i) poner al menos una porcion del liquido de cultivo que contiene al
vector viral recombinante en contacto con un agente de inactivacion, preferiblemente el descrito precedentemente,
ii) agregar un agente de neutralizacién para neutralizar al agente de inactivacion, preferiblemente el descrito
precedentemente vy iii) determinar la infectividad residual con los ensayos descritos precedentemente.

Después de la inactivacion, se puede determinar la cantidad relativa de proteina ORF2 del PCV2 recombinante en
una muestra de numerosas maneras. Métodos de cuantificacion preferidos incluyen densitometria por SDS-PAGE,
ELISA y estudios de vacunacion en animales que correlacionan cantidades conocidas de vacuna con los resultados
clinicos (serologia, etc.). Cuando se utiliza SDS-PAGE para la cuantificacion, el material de muestra que contiene
una cantidad desconocida de proteina ORF2 del PCV2 recombinante se somete a electroforesis sobre un gel, junto
con muestras que contienen diferentes cantidades conocidas de proteina ORF2 del PCV2 recombinante. Luego se
puede trazar una curva estandar basado en las muestras conocidas y determinar la cantidad de ORF2 del PCV2
recombinante en la muestra desconocida por comparacién con esta curva estandar. Dado que los ELISA son
reconocidos en general como el estandar de la industria para la cuantificacion de antigeno, constituyen los métodos
preferidos para la cuantificacion.

Por lo tanto, también se describe aqui un ELISA para la cuantificaciéon de la proteina ORF2 del PCV2 recombinante.
El ELISA preferido provisto en la presente generalmente comienza con una dilucién 1:6000 del anticuerpo de
captura o una dilucién de trabajo apropiada en solucidon amortiguadora de recubrimiento. El anticuerpo de captura
preferido es el anti-PAb Prot. G PCV2 de cerdo purificado y la solucién amortiguadora de recubrimiento preferida es
una solucién amortiguadora de carbonato 0,05 M, que se puede elaborar combinando 2,93 g de NaHCO3; (Sigma, N°
Cat. S-6014 o su equivalente) y 1,59 g de NaCO3; (Sigma, N° Cat. S-6139 o su equivalente). La mezcla se combina
con agua destilada, o su equivalente, para obtener un litro a un pH de 9,6 + 0,1. A continuacién, el anticuerpo de
captura se diluye 1:6000, o cualquier otra dilucion de trabajo apropiada, en solucién amortiguadora de recubrimiento.
Por ejemplo, para cuatro placas, se necesitaran 42 mL de solucion amortiguadora de recubrimiento y siete pL de
anticuerpo de captura. Con el método de pipeteo inverso, se agregan 100 pL de anticuerpo de captura diluido a
todos los pocillos. Con el fin de obtener un recubrimiento homogéneo, se deben golpear suavemente los lados de
cada placa. Las placas se sellan luego con selladores de placa, antes de apilar las placas y terminar la pila con una
placa de 96 pocillos vacia. Las placas se incuban luego durante la noche (14-24 horas) a 35-39°C. Después, cada
placa se lava tres veces con solucion amortiguadora de lavado usando el lavador de placas para microtitulacion
UltraWash Plus definido en 250 pL/lavado con tres lavado y sin tiempo de remojo. Después del ultimo lavado, las
placas se golpean suavemente sobre una toalla de papel. Nuevamente, usando la técnica de pipeteo inverso, se
deberian agregar 250 uL de solucion de bloqueo a todos los pocillos. Las placas de prueba se sellan y se incuban
durante una hora aproximadamente (+ cinco minutos) a 35-37°C. Preferiblemente, las placas no se apilaran después
de esta etapa. Durante la etapa de bloqueo se deben extraer todas las muestras de prueba y descongelarlas a
temperatura ambiente. A continuacion, se deben preparar cuatro placas de dilucién separadas por adiciéon de 200 L
de solucién de diluyente a todos los pocillos restantes, excepto la fila Ay la fila H, columnas 1-3. A continuacion, se
rotularan seis tubos de ensayo de la siguiente manera, titulo bajo, titulo medio, titulo alto, inactivado/filtrado (1:240),
inactivadoffiltrado (1:480) y control interno. En los tubos indicados, se debe preparar la dilucion apropiada para las
siguientes muestras de prueba. Las muestras de prueba descongeladas deben ser agitadas por vortexeo antes del
uso. Para cuatro placas, se efectuaran las siguientes diluciones: A) el titulo bajo no sera pre-diluido: 3,0 mL de titulo
bajo; B) control negativo a una dilucion 1:30 (células SF+): 3,77 mL de diluyente + 130 pL de control negativo; C)
titulo medio a una dilucién 1:30 (8 pg/mL): 3,77 mL de diluyente + 130 pL de titulo medio; D) titulo alto a una dilucién
1:90 (16 pg/mL): 2,967 mL de diluyente + 33 pL de titulo alto; E) inactivado/filtrado a una diluciéon 1:240: 2,39 mL de
diluyente + 10 yL de muestra inactivadaffiltrada; F) inactivado/filtrado a una dilucion 1:480: 1,0 mL de diluyente + 1,0
mL de inactivado/filtrado (1:240) preparada con una muestra de E anterior; G) control interno a una dilucién 1:30:
3,77 mL de diluyente + 130 pL de control interno. A continuacion, se agregan 300 pL de las muestras preparadas a
los correspondientes pocillos vacios en las placas de dilucion para las placas 1 a 4. Luego se define el pipeteador
automatico de mudltiples canales en 100 uL y el contenido de la fila A se mezcla mediante pipeteo hacia arriba y
abajo al menos 5 veces y luego se transfieren 100 L a la fila B usando la técnica de pipeteo inverso. Se deben
cambiar las puntas y avanzar por la placa utilizando este mismo procedimiento hasta la fila G. Ahora las muestras en
estas placas de dilucién estan listas para su transferencia a las placas de prueba una vez lavadas dichas placas de
prueba 3 veces con solucion amortiguadora de lavado usando el lavador de placas para microtitulacion UltraWash
Plus (ajustes en 250 pl/lavado, 3 lavados, sin tiempo de remojo). Después del ultimo lavado, las placas se
golpearan suavemente sobre una toalla de papel. A continuacion, se transfiere el contenido de la placa de dilucion a
la placa de prueba usando un procedimiento de transferencia simple. Mas especificamente, comenzando por la fila
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H, se transfieren 100 pL/pocillo de la(s) placa(s) de dilucion a los correspondientes pocillos de la(s) placa(s) de
prueba usando la técnica de pipeteo inverso. Se deben cambiar las puntas de pipeta después de cada transferencia.
De la fila G, se transfieren 100 yL/pocillo de la(s) placa(s) de dilucion a los correspondientes pocillos de la(s) placa(s)
de prueba usando la técnica de pipeteo inverso. Se puede emplear el mismo juego de puntas de pipeta para las
transferencias restantes. Para asegurar una solucion homogénea para la transferencia, la solucion debe pipetearse
hacia arriba y abajo al menos 3 veces antes de la transferencia. A continuacion, las(s) placa(s) de prueba se sella(n)
y se incuba(n) durante 1,0 hora + 5 minutos a 37 °C + 2,0°C. Nuevamente, es preferible no apilar las placas. Las
placas se lavan luego 3 veces con solucion amortiguadora de lavado usando el lavador de placas para
microtitulacion UltraWash Plus (ajustes en 250 pl/lavado, 3 lavados y sin tiempo de remojo). Después del ultimo
lavado, las placas se golpean suavemente sobre una toalla de papel. Con la técnica de pipeteo inverso, se agregan
100 pL de anticuerpo de deteccion diluido 1:300, o una dilucion de trabajo apropiada, en solucion diluyente a todas
las cavidades de la(s) placa(s) de prueba. Por ejemplo, para cuatro placas, se necesitaran 42 mL de solucion
diluyente con 140 yL de anticuerpo de captura. La(s) placa(s) de prueba se sella(n) y se incuba(n) durante 1,0 hora
+ 5 minutos a 37°C + 2,0°C. Nuevamente, las placas se lavan 3 veces con solucion amortiguadora de lavado usando
el lavador de placas para microtitulacion UltraWash Plus (ajustes en 250 pl/lavado, 3 lavados y sin tiempo de
remojo). Después del ultimo lavado, las placas se golpean suavemente sobre una toalla de papel. A continuacion, se
prepara el diluyente de conjugacion por adicion de suero de conejo normal 1% al diluyente. Por ejemplo, para cuatro
placas, se agregan 420 pl de suero de conejo normal a 42 ml de diluyente. El anticuerpo conjugado es diluido a
1:10.000, o cualquier otra diluciéon de trabajo apropiada, en una solucién diluyente de conjugacion recién preparada
para todos los pocillos de la(s) placa(s) de prueba. Con la técnica de pipeteo inverso, se agregan 100 pL de este
anticuerpo conjugado diluido a todos los pocillos. La(s) placa(s) de prueba se sella(n) y se incuba(n) durante 45 + 5
minutos a 37°C + 2,0°C. Preferiblemente, no se apilan las placas. Las placas se lavan luego 3 veces con solucion
amortiguadora de lavado usando el lavador de placas para microtitulacion UltraWash Plus (ajustes en 250 pL/lavado,
3 lavados y sin tiempo de remojo). Después del ultimo lavado, las placas se golpean suavemente sobre una toalla de
papel. A continuacion, se mezclan volumenes iguales de sustrato de peroxidasa TMB (reactivo A) con solucion de
peroxidasa B (reactivo B) inmediatamente antes del uso. La cantidad mezclada varia segun la cantidad de placas,
pero cada placa necesitara 10 mL/placa + 2 mL. Por ello, para 4 placas, seran 21 mL de reactivo A + 21 mL de
reactivo B. Con la técnica de pipeteo inverso, se agregan 100 uL de sustrato a todas las cavidades de la(s) placa(s)
de prueba. Las placas se incuban luego a temperatura ambiente durante 15 minutos + 15 segundos. La reaccion se
detiene por la adicién de 100 pL de solucién de HCI 1 N a todas los pocillos usando la técnica de pipeteo inverso.
Luego se enciende el lector de placas de ELISA y se deja que proceda por las fases de diagnédstico y evaluacion de
manera convencional.

También se describe aqui, un método para construir un vector viral recombinante que contiene ADN de ORF2 del
PCV2 y expresar la proteina ORF2 del PCV2 en grandes cantidades, cuando infectan células susceptibles. Se ha
encontrado sorprendentemente que el vector viral recombinante provisto en la presente expresa grandes cantidades,
definidas precedentemente, de ORF2 del PCV2 después de infectar células susceptibles. Por lo tanto, también se
describe aqui un método mejorado para producir y/o recuperar la proteina ORF2 del PCV2, que preferiblemente
comprende la etapa de: construir un vector viral recombinante que contiene ADN de ORF2 del PCV2 y expresar la
proteina ORF2 del PCV2. Preferiblemente, el vector viral es un baculovirus recombinante. A continuacién se
describiran los detalles del método para construir vectores virales recombinantes que contienen ADN de ORF2 del
PCV2 y para expresar la proteina ORF2 del PCV2, provista en la presente: En realizaciones preferidas, el vector
viral recombinante que contiene ADN de ORF2 del PCV2 y expresa la proteina ORF2 del PCV2 usado para infectar
las células es generado por transfeccion de un vector de transferencia, que contiene un gen ORF2 clonado en el
mismo, en un vector viral. Preferiblemente, solamente se transfecta al vector viral la porciéon del vector de
transferencia que contiene ADN de ORF2. La expresion “transfectado en un vector viral” significa, y se usa como
sinénimo de, “introducir’ o “clonar® un ADN heterélogo en un vector viral, tal como por ejemplo en un vector de
baculovirus. El vector viral preferible aunque no necesariamente es un baculovirus.

Por lo tanto, el vector viral recombinante puede ser generado por recombinacion entre un vector de transferencia
que contiene ADN heterélogo de ORF2 del PCV2 y un vector viral, preferiblemente un baculovirus, aun mas
preferiblemente un baculovirus linearizado de replicacion deficiente (tal como BaculoGold DNA). Un “vector de
transferencia” se refiere a una molécula de ADN, que incluye al menos un origen de replicacion, el gen heteroélogo,
en este caso la ORF2 del PCV2, y secuencias de ADN que permiten la clonacidon de dicho gen heterélogo en el
vector viral. Preferiblemente, las secuencias que permiten clonar un gen heterélogo en el vector viral flanquean al
gen heterdlogo. Aun mas preferiblemente, dichas secuencias flanqueadoras son homdlogas, al menos en parte, de
secuencias del vector viral. La homologia de secuencia permite entonces la recombinacién de ambas moléculas, el
vector viral y el vector de transferencia, para generar un vector viral recombinante que contiene al gen heterdlogo.
Un vector de transferencia preferido es el vector pVL1392 (BD Biosciences Pharmingen), disefiado para la
cotransfeccion con el BaculoGold DNA en la linea de células Sf+ preferida. Preferiblemente, dicho vector de
transferencia comprende ADN de ORF2 del PCV2. La construccion cotransfectada es de 10.387 pares de bases
aproximadamente de longitud.

En formas mas preferidas, los métodos descritos aqui comenzaran con el aislamiento de ADN de ORF2 del PCV2.
Generalmente, este puede provenir de una cepa conocida o desconocida ya que el ADN de ORF2 parece estar
altamente conservado, con al menos un 95% de identidad de secuencia aproximadamente entre las diferentes
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formas aisladas. Se puede utilizar cualquier gen ORF2 PCV2 conocido en la técnica a los efectos de la presente
invencion, ya que cada uno se expresara en el sobrenadante. EI ADN de ORF2 del PCV se amplifica empleando
preferiblemente métodos de PCR, con mayor preferencia ain junto con la introduccion de la secuencia consenso de
Kozak flanqueadora 5' (CCGCCAUG) (SEQ ID N° 1) y/o un sitio EcoRI flanqueador 3' (GAATTC) (SEQ ID N°: 2).
Dicha introduccién del consenso de Kozak 5' elimina preferiblemente el codén de inicio natural AUG de ORF2 del
PCV2. El sitio EcoRI 3' se introduce preferiblemente 3’ con respecto al codén de terminacién de ORF2 del PCV2.
Mas preferiblemente, se introduce 3’ con respecto a una secuencia de terminacion de la transcripcién poli A, donde
dicha secuencia esta ubicada 3’ con respecto al codén de terminacion de ORF2 del PCV2. Se ha encontrado que el
uso de la secuencia consenso de Kozak, en particular la que se describié precedentemente, incrementa el nivel de
expresion de la subsiguiente proteina ORF2 del PCV2. EI ADN de ORF2 del PCV2 amplificado, con estas
secuencias adicionales, es clonado en un vector. Un vector preferido para este paso de clonacion inicial es el vector
pGEM-T-Easy (Promega, Madison, WI). EI ADN de ORF2 del PCV2 que incluye algunas secuencias del vector
pGEM (SEQ ID N°: 7) se recorta preferiblemente del vector en el sitio de restriccion Not1. El ADN resultante se clona
luego en el vector de transferencia.

Por lo tanto, se describe aqui un método para construir un vector viral recombinante que contiene al ADN del ORF2
PCV2. Este método comprende las etapas de: i) clonar un ORF2 PCV2 recombinante en un vector de transferencia;
y ii) transfectar la porcién del vector de transferencia que contiene a ORF2 del PCV2 recombinante en un vector
viral, para generar el vector viral recombinante. Preferiblemente, el vector de transferencia es el que se describid
precedentemente o se construye como se describié precedentemente o como se muestra a modo de ejemplo en la
figura 1. Por consiguiente, de acuerdo con un aspecto adicional, el vector de transferencia, usado para la
construccién del vector viral recombinante descrito en la presente, contiene la secuencia de la SEQ ID N°: 7.

De acuerdo con un aspecto adicional, este método comprende ademas antes de la etapa i) la siguiente etapa:
amplificar el ADN de ORF2 del PCV2 in vitro, donde las secuencias flanqueadoras del ADN de ORF2 del PCV2
fueron modificadas como se describié precedentemente. Los métodos in vitro para amplificar el ADN de ORF2 del
PCV2 y madificar las secuencias flanqueadoras, clonar in vitro el ADN de ORF2 del PCV2 amplificado en un vector
de transferencia y los vectores de transferencia adecuados se describieron precedentemente, se muestran a modo
de ejemplo en la figura 1, o son conocidos por los especialistas en la técnica. Por lo tanto, se describe ademas aqui
un método para construir un vector viral recombinante que contiene ADN de ORF2 del PCV2 y expresar la proteina
ORF2 del PCV2 que comprende las etapas de: i) amplificar ADN de ORF2 del PCV2 in vitro, donde las secuencias
flanqueadoras de dicho ADN de ORF2 del PCV2 estan modificadas, ii) clonar el ADN de ORF2 del PCV2
amplificado en un vector de transferencia; vy iii) transfectar el vector de transferencia, o una porciéon del mismo que
contiene al ADN de ORF2 del PCV2 recombinante, en un vector viral para generar el vector viral recombinante.
Preferiblemente, la modificacién de las secuencias flanqueadoras del ADN de ORF2 del PCV2 se efectia como se
describié precedentemente, por ejemplo introduciendo una secuencia Kozak 5’ y/o un sitio EcoRlI, preferiblemente
como se describié precedentemente.

De acuerdo con un aspecto adicional, se provee un método para producir y/o recuperar la proteina recombinante
expresada por el marco de lectura abierto 2 del PCV2. El método comprende en general las etapas de: i) clonar un
ORF2 del PCV2 recombinante en un vector de transferencia; ii) transfectar la porcion del vector de transferencia que
contiene al ORF2 del PCV2 recombinante en un virus; iii) infectar células en un medio con el virus transfectado; iv)
lograr que el virus transfectado exprese la proteina recombinante de la ORF2 del PCV2; v) separar las células del
sobrenadante; y vi) recuperar la proteina ORF2 del PCV2 expresada del sobrenadante.

Los métodos de cémo clonar un ADN de ORF2 del PCV2 recombinante en un vector de transferencia fueron
descritos precedentemente. Preferiblemente, el vector de transferencia contiene a la secuencia de las SEQ ID N°:3,
SEQ ID N°4, SEQ ID Ne°7. Sin embargo, el vector de transferencia puede contener cualquier ADN de ORF2 del
PCV2, modificado o no modificado, siempre que el ADN de ORF2 del PCV2, cuando es transfectado en un vector
viral recombinante, sea expresado en un cultivo celular. Preferiblemente, el vector viral recombinante comprende la
secuencia de la SEQ ID N°:8. Mas aun, los métodos para infectar linfocitos T, preferiblemente para infectar linfocitos
T de insecto con un numero definido de baculovirus recombinantes que contienen ADN de ORF2 del PCV2 y para
expresar la proteina ORF2 del PCV2 se describieron precedentemente con mayor detalle. Mas aun, las etapas de
separacion de las células del sobrenadante asi como las etapas de recuperacién de la proteina ORF2 del PCV2
expresada también se describieron precedentemente con detalle. Todas estas etapas de proceso especificas,
descritas en la presente, forman parte del método para producir y/o recuperar la proteina recombinante expresada
por el marco de lectura abierto 2 de PCV2 segun se describié precedentemente. Preferiblemente, las células son
células Sf+. Mas preferiblemente aun, los cultivos celulares presentan un recuento celular de 0,3-2,0 x 108
células/mL aproximadamente, mas preferiblemente de 0,35-1,9 x 108 células/mL aproximadamente, mas
preferiblemente aun de 0,4-1,8 x 108 células/mL aproximadamente, aun mas preferiblemente de 0,45-1,7 x 108
células/mL aproximadamente y con mayor preferencia de 0,5-1,5 x 10° células/mL aproximadamente.
Preferiblemente, el vector viral recombinante que contiene al ADN de ORF2 del PCV2 tiene una multiplicidad de
infeccion (MOI) preferida de 0,03-1,5 aproximadamente, mas preferiblemente de 0,05-1,3 aproximadamente, mas
preferiblemente aun 0,09-1,1 aproximadamente, mas preferiblemente aun de 0,1-1,0 aproximadamente y con mayor
preferencia de 0,5 aproximadamente, cuando se usa para la infeccion de las células susceptibles. Preferiblemente,
la proteina ORF2 del PCV2 se recupera del sobrenadante celular obtenido entre los dias 5 y 8 después de la
infeccion y/o cuando la viabilidad celular disminuye a menos del 10%. Preferiblemente, para producir la proteina
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ORF2 del PCV2, las células se cultivan a 25-29°C. Preferiblemente, la etapa de separacién es una etapa de
centrifugacion o de filtracion.

Opcionalmente, este método puede incluir la etapa de amplificar el ADN de ORF2 del PCV2 a partir de una cepa de
PCV2 antes de clonar el ADN de ORF2 del PCV2 en el vector de transferencia. En realizaciones preferidas, también
se puede agregar una secuencia de Kozak 5', un sitio EcoRI 3' y combinaciones de los mismos, a la secuencia
amplificada, preferiblemente antes o durante la amplificacion. La secuencia de Kozak 5’ preferida comprende la SEQ
ID N°: 1. El sitio EcoRI 3’ preferido comprende la SEQ ID N°: 2. El ADN de ORF2 del PCV2 preferido comprende la
secuencia de nucleotidos de Genbank, N° Acceso AF086834 (SEQ ID N°: 3) y SEQ ID N°: 4. La proteina ORF2 del
PCV2 recombinante preferida comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID N° 5, que es la proteina
codificada por la SEQ ID N°: 3 (Genbank, N° Acceso AF086834) y la SEQ ID N°: 6, que es la proteina codificada por
la SEQ ID N°: 4. El medio preferido comprende medio para células de insecto sin suero, mas preferiblemente aun el
medio Excell 420. Cuando se efectla la etapa de amplificacion opcional, se prefiere clonar primero el marco de
lectura abierto 2 amplificado en un primer vector, recortar el marco de lectura abierto 2 de dicho primer vector y usar
el marco de lectura abierto recortado para su clonacién en el vector de transferencia. La linea celular preferida para
la cotransfeccion es la linea celular SF+. El virus preferido para la cotransfeccion es el baculovirus. En realizaciones
preferidas de este método, la porcién transfectada del vector de transferencia comprende la SEQ ID N°: 8.
Finalmente, para este método, se prefiere recuperar la proteina del marco de lectura abierto 2 (ORF2) del PCV2 en
el sobrenadante del cultivo celular al menos 5 dias después de infectar las células con el virus.

Por lo tanto, ademas se describe aqui un método para producir y/o recuperar el marco de lectura abierto 2 del PCV2,
que comprende las etapas de: i) amplificar el ADN de ORF2 del PCV2 in vitro, preferiblemente por adicion de una
secuencia Kozak 5’ y/o por adicién de un sitio de restriccion EcoRI 3’, ii) clonar la ORF2 del PCV2 amplificado en un
vector de transferencia; iii) transfectar la porcion del vector de transferencia que contiene ORF2 del PCV2
recombinante en un virus; iv) infectar células en un medio con el virus transfectado; v) lograr que el virus
transfectado exprese la proteina recombinante ORF2 del PCV2; vi) separar las células del sobrenadante; y vii)
recuperar la proteina ORF2 del PCV2 expresada del sobrenadante.

Ademas se describe aqui un método para preparar una composicion que comprende la proteina ORF2 del PCV2 y
un vector viral inactivado. Este método comprende las etapas de: i) clonar ORF2 del PCV2 amplificado en un vector
de transferencia; ii) transfectar la porcion del vector de transferencia que contiene ORF2 del PCV2 recombinante en
un virus; iii) infectar las células en el medio con el vector viral transfectado; iv) lograr que el vector viral transfectado
exprese la proteina recombinante de ORF2 del PCV2; v) separar las células del sobrenadante; vi) recuperar la
proteina ORF2 del PCV2 expresada del sobrenadante; y vii) inactivar el vector viral recombinante. Preferiblemente,
el vector viral recombinante es un baculovirus que contiene secuencias de ADN codificantes de ORF2 y las células
son células Sf+. Las etapas de separacion preferidas son las que se describieron precedentemente, siendo mas
preferida la etapa de filtracidn. Las etapas de inactivacion preferidas son las que se describieron precedentemente.
Preferiblemente, la inactivacion se realiza a 35-39 °C aproximadamente y en presencia de BEI 2 a 8 mM, aun mas
preferiblemente en presencia de BEI 5 mM aproximadamente. Se ha encontrado sorprendentemente que
concentraciones mas altas de BEI afectan negativamente la proteina ORF2 del PCV2 y que concentraciones mas
bajas no son eficaces para inactivar el vector viral dentro de las 24 a 72 horas de inactivacion. Preferiblemente, la
inactivacion se realiza durante al menos 24 horas, con mayor preferencia aun durante 24 a 72 horas.

De acuerdo con un aspecto adicional, el método para preparar una composicion que comprende la proteina ORF2
del PCV2, y el vector viral inactivado, descrito precedentemente, también incluye una etapa de neutralizacion
después de la etapa vii). Esta etapa viii) comprende la adicién de una cantidad equivalente de un agente que
neutraliza al agente de inactivacion a la solucion. Preferiblemente, si el agente de inactivacion es BEI, se prefiere
agregar una cantidad equivalente de tiosulfato de sodio. Por lo tanto, de acuerdo con un aspecto adicional, la etapa
viii) comprende la adicion de una solucion de tiosulfato de sodio a una concentracion final entre aproximadamente 1
y aproximadamente 20 mM, preferiblemente entre aproximadamente 2 y aproximadamente 10 mM, mas
preferiblemente audn entre aproximadamente 2 y aproximadamente 8 mM, mas preferiblemente adn entre
aproximadamente 3 y aproximadamente 7 mM, con mayor preferencia de aproximadamente 5 mM, cuando el agente
de inactivacion es BEI.

De acuerdo con un aspecto adicional, el método para preparar una composicion que comprende la proteina ORF2
del PCV2 y el vector viral inactivado, descrito precedentemente, comprende antes de la etapa i) la siguiente etapa:
amplificar el ADN de ORF2 del PCV2 in vitro, donde las secuencias flanqueadoras del ADN de ORF2 del PCV2
estan modificadas segun se describid precedentemente. Los métodos in vitro para amplificar el ADN de ORF2 del
PCV2 y para modificar las secuencias flanqueadoras, clonar in vitro el ADN de ORF2 del PCV2 amplificado en un
vector de transferencia y los vectores de transferencia adecuados fueron descritos precedentemente, se muestran a
modo de ejemplo en la figura 1 o son conocidos por los especialistas en la técnica. Entonces, de acuerdo con un
aspecto adicional, este método comprende las etapas de: i) amplificar el ADN de ORF2 del PCV2 in vitro, donde las
secuencias flanqueadoras de dicho ADN de ORF2 del PCV2 estan modificadas, ii) clonar el ADN de ORF2 del PCV2
amplificado en un vector de transferencia; vy iii) transfectar el vector de transferencia, o una porciéon del mismo que
contiene al ADN de ORF2 del PCV2 recombinante, en un vector viral para generar el vector viral recombinante, iv)
infectar células en un medio con el virus transfectado; v) lograr que el virus transfectado exprese la proteina
recombinante de ORF2 del PCV2; vi) separar las células del sobrenadante; vii) recuperar la proteina ORF2 del
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PCV2 expresada del sobrenadante; viii) inactivar el vector viral recombinante, preferiblemente, en presencia de BEI
entre aproximadamente 1 y aproximadamente 20 mM, con mayor preferencia en presencia de BElI 5 mM
aproximadamente; y ix) agregar una cantidad equivalente de un agente capaz de neutralizar el agente de
inactivacion en la solucioén, preferiblemente, agregar una solucion de tiosulfato de sodio a una concentracion final
entre aproximadamente 1 y aproximadamente 20 mM, preferiblemente de aproximadamente 5 mM, cuando el
agente de inactivacion es BEL.

También se describe aqui un método para preparar una composicion, preferiblemente una composiciéon antigénica,
tal como, por ejemplo, una vacuna, para generar una respuesta inmune contra PCV2. En general, este método
incluye las etapas de transfectar una construccion en un virus, donde dicha construccion comprende i) ADN
recombinante de ORF2 del PCV2, ii) infectar células en un medio de crecimiento con el virus transfectado, iii) lograr
que el virus exprese la proteina recombinante ORF2 del PCV2, iv) recuperar la proteina ORF2 expresada del
sobrenadante y v) preparar la composicion combinando la proteina recuperada con un adyuvante adecuado y/u otro
vehiculo aceptable para uso farmacéutico.

“Adyuvantes”, tal como se definen en la presente, pueden incluir hidroxido de aluminio y fosfato de aluminio,
saponinas como por ejemplo, Quil A, QS-21 (Cambridge Biotech Inc., Cambridge, MA), GPI-0100 (Galenica
Pharmaceuticals, Inc., Birmingham, AL), una emulsién de agua-en-aceite, una emulsion de aceite-en-agua, una
emulsion de agua-en-aceite-en-agua. La emulsion se puede basar particularmente en aceite parafinico liquido
liviano (tipo Farmacopea Europea); aceite de isoprenoides tal como escualano o escualeno; aceite obtenido por
teoligomerizacion de alquenos, en particular de isobuteno o deceno; ésteres de acidos o de alcoholes que contienen
un grupo alquilo lineal, mas particularmente aceites vegetales, oleato de etilo, di-(caprilato/caprato) de propilenglicol,
tri-(caprilato/caprato) de glicerilo o dioleato de propilenglicol; ésteres de acidos o alcoholes grasos ramificados, en
particular ésteres del acido isoestearico. El aceite se usa en combinacién con emulsionantes para formar la
emulsion. Los emulsionantes son preferiblemente agentes tensioactivos no idnicos, en particular ésteres de
sorbitano, de manida (por ejemplo, oleato de anhidromanitol), de glicol, de poliglicerol, de propilenglicol y de acido
oleico, isoestearico, ricinoleico o hidroxiestearico, que estan opcionalmente etoxilados, y bloques de copolimeros de
polioxipropileno-polioxietileno, en particular los productos Pluronic, en especial L121. Véase Hunter et al.,, The
Theory and Practical Application of Adjuvants (Ed. Stewart-Tull, D. E. S.). John Wiley and Sons, NY, pags. 51-94
(1995) y Todd et al., Vaccine 15:564-570 (1997).

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

Un caso adicional de un adyuvante es un compuesto seleccionado entre polimeros de acido acrilico o metacrilico y
los copolimeros de anhidrido maleico y derivados alquenilo. Los compuestos adyuvantes ventajosos son los
polimeros de acido acrilico o metacrilico entrecruzados, en especial con éteres de polialquenilo de azlcares o
polialcoholes. Estos compuestos se conocen con el término de carbémeros (Phameuropa Vol. 8, N° 2, junio de
1996). Los especialistas en la técnica también pueden consultar la Patente de EE.UU. N° 2.909.462 en la que se
describen dichos polimeros de acrilico entrecruzados con un compuesto polihidroxilado que contiene al menos 3
grupos hidroxilo, preferiblemente no mas que 8, donde los atomos de hidrogeno de al menos tres hidroxilos estan
sustituidos por radicales alifaticos insaturados de al menos 2 atomos de carbono. Los radicales preferidos son los
que contienen entre 2 y 4 atomos de carbono, por ejemplo vinilos, alilos y otros grupos etilénicamente insaturados.
Los radicales insaturados pueden contener ellos mismos otros sustituyentes, tal como metilo. Los productos
comercializados con el nombre Carbopol (BF Goodrich, Ohio, EE.UU.) son particularmente apropiados. Estan
entrecruzados con una sacarosa de alilo o con alilo pentaeritritol. Entre ellos, se puede mencionar Carbopol 974P,
934P y 971P. Mas preferido es el uso de Carbopol 971P. Entre los copolimeros de anhidrido maleico y derivados
alquenilo, los copolimeros EMA (Monsanto) que son copolimeros de anhidrido maleico y etileno. La disolucion de
estos polimeros en agua permite obtener una solucion acida que sera neutralizada, preferiblemente hasta un pH
fisiolégico, con el fin de obtener la solucidon adyuvante en la cual se incorporara la propia composicién inmunogénica,
inmunoldgica o vacuna.

Otros adyuvantes adecuados incluyen, pero no se limitan al sistema adyuvante RIBI (Ribi Inc.), copolimeros de
bloques (CytRx, Atlanta GA), SAF-M (Chiron, Emeryville CA), monofosforil lipido A, adyuvante de avridina lipido-
amina, enterotoxina labil al calor de E. coli (recombinante u otro), toxina de cdlera, IMS 1314 o dipéptido muramilo
entre muchos otros.

Preferiblemente, el adyuvante se afiade en una cantidad de aproximadamente 100 pg y aproximadamente 10 mg por
dosis. Con mayor preferencia aun, la cantidad de adyuvante afiadida comprende entre aproximadamente 100 pg y
aproximadamente 10 mg por dosis. Con mayor preferencia aun, la cantidad de adyuvante afiadida comprende entre
aproximadamente 500 ug y aproximadamente 5 mg por dosis. Con mayor preferencia aun, la cantidad de adyuvante
afadida comprende entre aproximadamente 750 ug y aproximadamente 2,5 mg por dosis. Con mayor preferencia, la
cantidad de adyuvante afiadida es de aproximadamente 1 mg por dosis.

Por lo tanto, de acuerdo con un aspecto adicional, el método para preparar una composicién antigénica, tal como por
ejemplo una vacuna, para generar una respuesta inmune contra PCV2 comprende i) preparar y recuperar la proteina
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ORF2 del PCV2 vy ii) mezclarla con un adyuvante adecuado. Preferiblemente, el adyuvante es Carbopol 971P. Con
mayor preferencia aun, se agrega una cantidad de Carbopol 971P que comprende entre aproximadamente 500 ug y
aproximadamente 5 mg por dosis, con mayor preferencia aun una cantidad que comprende entre aproximadamente
750 pg y aproximadamente 2,5 mg por dosis y con mayor preferencia una cantidad que comprende
aproximadamente 1 mg por dosis. Preferiblemente, el paso de proceso i) incluye las etapas de proceso descritas
para la preparacion y recuperacion de la ORF2 del PCV2. Por ejemplo, en realizaciones preferidas de este método,
la construccién que comprende el ADN de la ORF2 del PCV2 se obtiene en un vector de transferencia. Los vectores
de transferencia adecuados y los métodos para prepararlos fueron descritos precedentemente. Opcionalmente, el
método puede incluir el paso de amplificar la ORF2 a partir de una cepa de PCV2 mediante PCR antes de clonar la
ORF2 en el vector de transferencia. Las secuencias de marco de lectura abierto, secuencias de Kozak, secuencias
del sitio EcoRI 3’, secuencias de proteinas recombinantes, secuencias de construcciones transfectadas, medios,
células y virus preferidos son como se describieron para los métodos precedentes. Otra etapa opcional para este
método incluye clonar el ADN de la ORF2 del PCV2 amplificado en un primer vector, recortar el ADN de la ORF2 de
este primer vector y usar este ADN de la ORF2 del PCV2 recortado para clonarlo en el vector de transferencia. Al
igual que con los otros métodos, se prefiere esperar durante al menos 5 dias después de la infeccion de las células
por el baculovirus transfectado antes de recuperar la proteina ORF2 recombinante del sobrenadante.
Preferiblemente, la etapa de recuperacion de este método también incluye la etapa de separar el medio de las
células y de los desechos celulares. Esto se puede realizar de diversas maneras, pero para mayor facilidad y
conveniencia, se prefiere filtrar las células, los desechos celulares y el medio de crecimiento a través de un filtro
cuyos poros varian en un intervalo de tamafios entre aproximadamente 0,45 pM y aproximadamente 1,0 pM.
Finalmente, para este método, se prefiere incluir una etapa de inactivacion del virus antes de combinar la proteina
ORF2 del PCV2 recombinante recuperada en una composiciéon. Esto se puede realizar de diversas maneras, pero
para la practica de la presente invencién se prefiere usar BEI.

Por lo tanto, de acuerdo con un aspecto adicional, este método comprende las etapas de: i) amplificar el ADN de la
ORF2 del PCV2 in vitro, donde las secuencias flanqueadoras de dicho ADN de la ORF2 del PCV2 estan
modificadas, ii) clonar el ADN de la ORF2 del PCV2 amplificado en un vector de transferencia; y iii) transfectar el
vector de transferencia, o una porcion del mismo que contiene al ADN de la ORF2 del PCV2 recombinante, en un
vector viral para generar el vector viral recombinante, iv) infectar las células en un medio con el virus transfectado; v)
lograr que el virus transfectado exprese la proteina recombinante de la ORF2 del PCV2; vi) separar las células del
sobrenadante; vii) recuperar la proteina ORF2 del PCV2 expresada del sobrenadante; viii) inactivar el vector viral
recombinante, preferiblemente en presencia de BEI entre aproximadamente 1 y aproximadamente 20 mM, con
mayor preferencia en presencia de BE| aproximadamente 5 mM; ix) agregar una cantidad equivalente de un agente
capaz de neutralizar al agente de inactivacion en la solucion, preferiblemente por adicion de una solucion de
tiosulfato de sodio a una concentracion final entre aproximadamente 1 y aproximadamente 20 mM, preferiblemente
de aproximadamente 5 mM, cuando el agente de inactivacion es BEI, y x) agregar una cantidad adecuada de un
adyuvante, preferiblemente agregar Carbopol, mas preferiblemente Carbopol 971P, con mayor preferencia aun en
las cantidades descritas precedentemente (por ejemplo entre aproximadamente 500 pg y aproximadamente 5 mg
por dosis, con mayor preferencia aun una cantidad entre aproximadamente 750 ug y aproximadamente 2,5 mg por
dosis y con mayor preferencia una cantidad de aproximadamente 1 mg por dosis).

Ademas, la composicion puede incluir uno o mas vehiculos aceptables para uso farmacéutico. Tal como se utiliza en
la presente, "un vehiculo aceptable para uso farmacéutico" incluye cualquiera y todos los solventes, medios de
dispersion, recubrimientos, agentes estabilizantes, diluyentes, conservantes, agentes antibacterianos y antifungicos,
agentes isoténicos, agentes que demoran la absorcion y semejantes. Con mayor preferencia, la composicion
provista en la presente, contiene a la proteina ORF2 del PCV2 recuperada del sobrenadante de células cultivadas in
vitro, donde dichas células fueron infectadas con un vector viral recombinante que contiene ADN de la ORF2 del
PCV2 y expresan la proteina ORF2 del PCV2, y donde dicho cultivo celular fue tratado con BEI entre
aproximadamente 2 y aproximadamente 8 mM, preferiblemente con BEI aproximadamente 5 mM para inactivar el
vector viral, y una concentracion equivalente de un agente de neutralizacion, preferiblemente una solucion de
tiosulfato de sodio a una concentracion final entre aproximadamente 2 y aproximadamente 8 mM, preferiblemente de
aproximadamente 5 mM; Carbopol, mas preferiblemente Carbopol 971P, preferiblemente en cantidades que
comprenden entre aproximadamente 500 ug y aproximadamente 5 mg por dosis, con mayor preferencia ain una
cantidad entre aproximadamente 750 pg y aproximadamente 2,5 mg por dosis y con mayor preferencia una cantidad
entre aproximadamente 1 mg por dosis; y salina fisiolodgica, preferiblemente en una cantidad que comprende entre
aproximadamente 50 y aproximadamente 90% (v/v), mas preferiblemente entre aproximadamente 60 y 80% (v/v),
mas preferiblemente adn de aproximadamente 70% (v/v).

Por lo tanto, también se describe aqui un método para preparar una composicion antigénica, tal como por ejemplo
una vacuna, para generar una respuesta inmune contra el PCV2 que comprende las etapas de: i) amplificar el ADN
de la ORF2 del PCV2 in vitro, donde las secuencias flanqueadoras de dicho ADN de la ORF2 del PCV2 estan
modificadas, ii) clonar el ADN de la ORF2 del PCV2 amplificado en un vector de transferencia; y iii) transfectar el
vector de transferencia, o una porcion del mismo que contiene al ADN de la ORF2 del PCV2 recombinante, en un
vector viral para generar el vector viral recombinante, iv) infectar células en un medio con el virus transfectado; v)
lograr que el virus transfectado exprese la proteina recombinante de la ORF2 del PCV2; vi) separar las células del
sobrenadante; vii) recuperar la proteina ORF2 del PCV2 expresada del sobrenadante; viii) inactivar el vector viral
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recombinante, preferiblemente, en presencia de BEI entre aproximadamente 2 y aproximadamente 20 mM, con
mayor preferencia en presencia de BEI aproximadamente 5 mM; ix) agregar una cantidad equivalente de un agente
capaz de neutralizar al agente de inactivacion en la solucién, preferiblemente, con la adicion de una solucion de
tiosulfato de sodio a una concentracion final entre aproximadamente 0,5 y aproximadamente 20 mM, preferiblemente
de aproximadamente 5 mM, cuando el agente de inactivacion es BEI, x) agregar una cantidad adecuada de un
adyuvante, preferiblemente agregar Carbopol, mas preferiblemente Carbopol 971P, con mayor preferencia en las
cantidades descritas precedentemente (por ejemplo, entre aproximadamente 500 pg y aproximadamente 5 mg por
dosis, con mayor preferencia aun en cantidades entre aproximadamente 750 ug y aproximadamente 2,5 mg por
dosis y con mayor preferencia en una cantidad de aproximadamente 1 mg por dosis); y xi) agregar salina fisioldgica,
preferiblemente una cantidad entre aproximadamente 50 y aproximadamente 90% (v/v), mas preferiblemente entre
aproximadamente 60 y 80% (v/v), mas preferiblemente aun de aproximadamente 70% (v/v). Opcionalmente, este
método también puede incluir la adicion de un protector. Un protector, tal como se utiliza en la presente, se refiere a
un agente anti-microbioldgico activo, tal como por ejemplo Gentamicina, Mertiolate y semejantes. En particular, se
prefiere agregar un protector en la preparacion de una composicion de multiples dosis. Dichos agentes anti-
microbioldgicos activos se agregan a concentraciones eficaces para prevenir toda contaminacion microbioldgica de
la composicion de interés o para inhibidor todo crecimiento microbiolégico en la composicion de interés.

Mas aun, este método también puede comprender la adicién de un agente estabilizante, tal como p.ej. sacaridos,
trehalosa, manitol, sacarosa y semejantes, para incrementar y/o mantener la vida en estante del producto.Sin
embargo, se ha encontrado sorpresivamente que la formulacion resultante es inmunolégicamente eficaz sobre un
periodo de al menos 24 meses, sin agregar ningun agente estabilizante adicional.

Un aspecto adicional de la presente descripcion se refiere a los productos resultantes de los métodos descritos
precedentemente. En particular, la presente descripcion se refiere a una composiciéon de materia que comprende la
proteina ORF2 del PCV2 expresada de forma recombinante. Mas aun, la presente descripcién también se refiere a
una composicion de materia que comprende la proteina ORF2 del PCV2 expresada de forma recombinante,
recuperada del sobrenadante de un cultivo de células de insecto. Mas aun, la presente descripcién también se
refiere a una composicién de materia que comprende la proteina ORF2 del PCV2 expresada de forma recombinante,
recuperada del sobrenadante de un cultivo de células de insecto. Preferiblemente, esta composicion de materia
también comprende un agente adecuado para la inactivacion de vectores virales. Preferiblemente, dicho agente de
inactivaciéon es BEI. Mas aun, la presente invencion también se refiere a una composiciéon de materia que
comprende la proteina ORF2 del PCV2 expresada de forma recombinante, recuperada del sobrenadante de un
cultivo de células de insecto y que comprende un agente adecuado para la inactivacion de vectores virales,
preferiblemente BEI, y un agente de neutralizacion para neutralizar el agente de inactivacion. Preferiblemente, dicho
agente de neutralizacion es tiosulfato de sodio, cuando se usa BEI como agente de inactivacion.

Aun en otro aspecto de la presente descripcion se proporciona una composicion inmunogénica que induce una
respuesta inmune y confiere inmunidad protectora contra los signos clinicos de una infeccion por PCV2. La
composicion comprende generalmente el polipéptido,o un fragmento del mismo,expresado por el marco de lectura
abierto 2 (ORF2) de PCV2, como componente antigénico de la composicion.

ElI ADN y la proteina ORF2 del PCV2, tal como se utiliza en la presente para la preparacion de las composiciones y
también en los procesos provistos aqui comprende un dominio altamente conservado en las formas aisladas de
PCV2 y por ello cualquier ORF2 del PCV2 seria eficaz como fuente del ADN y/o polipéptido de la ORF2 del PCV tal
como se utiliza en la presente. Una proteina ORF2 del PCV2 preferida es la que se muestra en la SEQ ID N° 11. El
polipéptido de la ORF2 del PCV preferido se provee aqui en la SEQ ID N° 5, pero los especialistas en la técnica
comprenderan que esta podria variar en tanto como un 6-10% en cuanto a homologia de secuencia y aun retener
las caracteristicas antigénicas que los vuelve Utiles en las composiciones inmunogénicas. Las caracteristicas
antigénicas de la composicion inmunoldégica se pueden estimar, por ejemplo, mediante un experimento de
exposicion como el que se provee en el ejemplo 4. Mas aun, la caracteristica antigénica del antigeno modificado es
retenido, cuando el antigeno modificado confiere al menos un 70%, preferiblemente un 80%, mas preferiblemente un
90% de inmunidad protectora en comparacion con la proteina ORF2 del PCV2, codificada por la secuencia de
polinucledtidos de la SEQ ID N°:3 o de la SEQ ID N°4. Una “composicion inmunogénica”, tal como se utiliza en la
presente, se refiere a una proteina ORF2 del PCV2 que genera una “respuesta inmunoldgica” en el huésped que
comprende una respuesta inmune celular y/o mediada por anticuerpos a la proteina ORF2 del PCV2.
Preferiblemente, esta composicion inmunogénica puede conferir inmunidad protectora contra una infeccion por
PCV2 y los signos clinicos asociados con la misma. En algunas realizaciones, se usan las porciones inmunogénicas
de la proteina ORF2 del PCV2 como componente antigénico en la composicion. El término “porcién inmunogénica”,
tal como se utiliza en la presente, se refiere a formas truncadas y/o sustituidas, o fragmentos de la proteina y/o del
polinucleétido ORF2 del PCV2, respectivamente. Preferiblemente, dichas formas truncadas y/o sustituidas, o
fragmentos, comprenderan al menos 6 aminoacidos contiguos del polipéptido ORF2 de longitud completa. Mas
preferiblemente, las formas truncadas o sustituidas, o fragmentos, comprenden al menos 10, mas preferiblemente al
menos 15 y mas preferiblemente adn al menos 19 aminoacidos contiguos del polipéptido ORF2 de longitud
completa. En la presente se proveen dos secuencias preferidas en este respecto como las SEQ ID N°: 9 y 10. Se
considera ademas que dichas secuencias pueden formar parte de fragmentos o formas truncadas mas grandes.
Otro polipéptido ORF2 del PCV2 preferido provisto en la presente es codificado por la secuencia de nucleétidos de
la SEQ ID N°: 3 o de la SEQ ID N°: 4. Pero los especialistas en la técnica comprenderan que esta secuencia podria
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variar en tanto como un 6-20% en cuanto a homologia de secuencia y aun retener las caracteristicas antigénicas
que lo vuelven util en las composiciones inmunogénicas. En algunas realizaciones, se usa una forma truncada o
sustituida, o un fragmento, de la ORF2 como componente antigénico en la composicion. Preferiblemente, dichas
formas truncadas o sustituidas, o fragmentos, comprenderan al menos 18 nucleétidos contiguos de la secuencia de
nucleétidos ORF2 de longitud completa, por ejemplo de la SEQ ID N° 3 o la SEQ ID N° 4. Mas preferiblemente, las
formas truncadas o sustituidas, o fragmentos, tendran al menos 30, mas preferiblemente al menos 45 y mas
preferiblemente adn al menos 57 nucleétidos contiguos de la secuencia de nucleétidos de longitud completa del
ORF2, por ejemplo la SEQID N° 3 o la SEQ ID N° 4.

La “identidad de secuencia”, tal como se conoce en la técnica, se refiere a la relacion entre dos o mas secuencias de
polipéptidos o dos o mas secuencias de polinucleétidos, es decir una secuencia de referencia y una secuencia dada
que sera comparada con la secuencia de referencia. La identidad de secuencia se determina por comparacion de la
secuencia dada con la secuencia de referencia después de alinear las secuencias de forma éptima con el objeto de
obtener el mayor grado de similitud de secuencia, determinado por la coincidencia entre las cadenas de dichas
secuencias. Dicha alineacion permite establecer la identidad de secuencia sobre una base de posicidon-por-posicién,
por ejemplo, las secuencias son “idénticas” en una posicion particular si en dicha posicion los nucleétidos o residuos
de aminoacidos son idénticos. La cantidad total de dichas identidades de posicion se divide entonces por el nimero
total de nucledtidos o residuos en la secuencia de referencia para obtener el % de identidad de secuencia. la
identidad de secuencia puede calcularse faciimente utilizando métodos conocidos, incluyendo en un sentido no
limitativo, los que se describen en Computational Molecular Biology, Lesk, A. N., ed., Oxford University Press, Nueva
York (1988), Biocomputing: Informatics and Genome Projects, Smith, D.W., ed., Academic Press, Nueva York
(1993); Computer Analysis of Sequence Data, Parte |, Griffin, A.M., y Griffin, H. G., eds., Humana Press, Nueva
Jersey (1994); Sequence Analysis in Molecular Biology, von Heinge, G., Academic Press (1987); Sequences
Analysis Primer, Gribskov, M. y Devereux, J., eds., M. Stockton Press, Nueva York (1991); y Carillo, H., y Lipman,
D., SIAM J. Applied Math., 48: 1073 (1988). Los métodos preferidos para determinar la identidad de secuencia estan
disefiados para lograr la mayor coincidencia entre las secuencias evaluadas. Los métodos para determinar la
identidad de secuencia estan codificados en programas para computadora disponibles al publico que determinan la
identidad de secuencia entre las secuencias dadas. Los ejemplos de tales programas incluyen, a modo de ejemplo,
el paquete de programas GCG (Devereux, J., et al., Nucleic Acids Research, 12(1):387 (1984)), BLASTP, BLASTN y
FASTA (Altschul, S. F. et al., J. Molec. Biol., 215:403-410 (1990)). El programa BLASTX se encuentra disponible al
publico de NCBI y otras fuentes (BLAST Manual, Altschul, S. et al., NCVI NLM NIH Bethesda, MD 20894, Altschul, S.
F. et al., J. Molec. Biol., 215:403-410 (1990)). Estos programas alinean de forma o6ptima las secuencias usando los
pesos de hueco predeterminados con el fin de obtener el mayor nivel de identidad de secuencia entre la secuencia
dada y la secuencia de referencia. A modo ilustrativo, cuando se dice que un polinucleétido cuya secuencia de
nucledtidos tiene al menos, por ejemplo, un 85%, preferiblemente un 90%, ain mas preferiblemente un 95% de
“identidad de secuencia” con la secuencia de nucledtidos de referencia, se considera que la secuencia de
nucledétidos del polinucledtido dado es idéntica a la secuencia de referencia excepto que la secuencia de
polinucleétidos dada puede incluir hasta 15, preferiblemente hasta 10, aun mas preferiblemente hasta 5 mutaciones
puntuales por cada 100 nucledtidos de la secuencia de nucleétidos de referencia. En otras palabras, en un
polinucledtido cuya secuencia de nucledtidos tiene al menos un 85%, preferiblemente un 90%, aun mas
preferiblemente un 95% de identidad con relacién a la secuencia de nucledtidos de referencia, hasta un 15%,
preferiblemente un 10%, aun mas preferiblemente un 5% de los nucledtidos en la secuencia de referencia pueden
ser suprimidos o sustituidos por otro nucleétido, o se puede insertar una cantidad de nucleétidos de hasta el 15%,
preferiblemente el 10%, aun mas preferiblemente el 5% de los nucledtidos totales en la secuencia de referencia.
Estas mutaciones de la secuencia de referencia pueden tener lugar en las posiciones 5' o 3' terminales de la
secuencia de nucledtidos de referencia o en cualquier ubicacion entre dichas posiciones terminales, dispersas ya
sea individualmente entre los nucledtidos de la secuencia de referencia o en uno o mas grupos contiguos dentro de
la secuencia de referencia. De manera analoga, un polipéptido cuya secuencia de aminoacidos dada tiene al menos,
por ejemplo, un 85%, preferiblemente un 90%, aun mas preferiblemente un 95% de identidad de secuencia con una
secuencia de aminoacidos de referencia, significa que la secuencia de aminoacidos dada del polipéptido es idéntica
a la secuencia de referencia excepto que dicha secuencia de polipéptidos dada puede incluir hasta 15,
preferiblemente hasta 10, aun mas preferiblemente hasta 5 alteraciones de aminoacido por cada 100 aminoacidos
de la secuencia de aminoacidos de referencia. En otras palabras, para obtener una secuencia de polipéptidos dada
que tiene al menos un 85%, preferiblemente un 90%, aun mas preferiblemente un 95% de identidad de secuencia
con la secuencia de aminoacidos de referencia, se puede suprimir o sustituir hasta un 15%, preferiblemente hasta un
10%, aun mas preferiblemente hasta un 5% de los residuos de aminoacidos en la secuencia de referencia por otro
aminoacido, o se puede insertar un nimero de aminoacidos hasta un 15%, preferiblemente hasta un 10%, ain mas
preferiblemente hasta un 5% del nimero total de residuos de aminoacidos de la secuencia de referencia en la
secuencia de referencia. Estas alteraciones de la secuencia de referencia pueden tener lugar en las posiciones
amino o carboxilo terminales de la secuencia de aminoacidos de referencia o en cualquier ubicacién entre dichas
posiciones terminales, dispersas ya sea individualmente entre los residuos de la secuencia de referencia o en uno o
mas grupos contiguos dentro de la secuencia de referencia. Preferiblemente, las posiciones de residuos que no son
idénticas difieren por sustituciones de aminoacidos conservadoras. Sin embargo, las sustituciones conservadoras no
se incluyen como una coincidencia al determinar la identidad de secuencia.

La “homologia de secuencia”, tal como se utiliza en la presente, se refiere a un método para determinar la relacion
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de dos secuencias. Para determinar la homologia de secuencia, se alinean de forma éptima dos o mas secuencias y
se introducen huecos si fuera necesario. Sin embargo, a diferencia de la “identidad de secuencia”, las sustituciones
de aminoacidos conservadoras se cuentan como coincidencias al determinar la homologia de secuencia. En otras
palabras, para obtener un polipéptido o polinucleétido con un 95% de homologia de secuencia con la secuencia de
referencia, un 85%, preferiblemente un 90%, aun mas preferiblemente un 95% de los residuos de aminoacidos o
nucleétidos de la secuencia de referencia deben coincidir o comprender una sustitucién conservadora con otro
aminoacido o nucleétido, o se puede insertar en la secuencia de referencia un nimero de aminoacidos o nucleétidos
que comprende hasta un 15%, preferiblemente hasta un 10%, ain mas preferiblemente hasta un 5% de los residuos
de aminoacidos o nucledtidos totales, sin incluir las sustituciones conservadoras, en la secuencia de referencia.
Preferiblemente, la secuencia homdéloga comprende al menos una extensioén de 50, con mayor preferencia aun de
100, con mayor preferencia aun de 250, con mayor preferencia ain de 500 nucledtidos.

Una “sustitucién conservadora” se refiere a la sustitucion de un residuo de aminoacido o nucleétido por otro residuo
de aminoacido o nucledtido de caracteristicas o propiedades similares, incluyendo tamafio, hidrofobicidad, etc., de
modo tal que la funcionalidad general no cambia significativamente.

El término “aislado” significa alterado “por la mano del hombre” con respecto a su estado natural, es decir, si tiene
lugar en la naturaleza, ha sido cambiado o eliminado de su entorno original o ambos. Por ejemplo, un polinucleétido
o polipéptido naturalmente presente en un organismo vivo no esta “aislado”, pero el mismo polinucleétido o
polipéptido separado de los materiales coexistentes de su estado natural esta “aislado”, segun el término se emplea
en la presente.

Por lo tanto, se describe aqui una composicién inmunogénica eficaz para disminuir la severidad de los sintomas
clinicos asociados con una infeccién por PCV2 que comprende a la proteina ORF2 del PCV2. Preferiblemente, la
proteina ORF2 del PCV2 es cualquiera de las que se describieron precedentemente. Preferiblemente, dicha proteina
ORF2 del PCV2 es

i) un polipéptido que comprende la secuencia de la SEQ ID N°: 5, SEQ ID N°: 6, SEQ ID N°: 9, SEQ ID N°: 10
o SEQ ID N°: 11;

i) cualquier polipéptido que es al menos un 80% homdlogo del polipéptido de i),

iiii) cualquier porcion inmunogénica de los polipéptidos de i) y/o ii)

iv) la porcién inmunogénica de iii), que comprende al menos 10 aminoacidos contiguos incluidos en la

secuencia de la SEQ ID N°: 5, SEQ ID N°: 6, SEQ ID N°: 9, SEQ ID N°: 10 o SEQ ID N°: 11,

V) un polipéptido codificado por un ADN que comprende la secuencia de la SEQ ID N°: 3 0 SEQ ID N°: 4,

vi) cualquier polipéptido codificado por un polinucleétido que es al menos un 80% homadlogo del polinucledtido de v),
vii) cualquier porcion inmunogénica de los polipéptidos codificados por el polinuclettido de v) y/o vi),

viii) la porcién inmunogénica de vii), donde el polinucledtido que codifica dicha porciéon inmunogénica

comprende al menos 30 nucledtidos contiguos incluidos en la secuencia de la SEQ ID N°: 3, o SEQ ID N°: 4.

Preferiblemente cualquiera de dichas porciones inmunogénicas poseen las caracteristicas inmunogénicas de la
proteina ORF2 PCV2 codificada por la secuencia de la SEQ ID N°: 3 0 SEQ ID N°: 4.

De acuerdo con un aspecto adicional, la proteina ORF2 del PCV2 se provee en la composicion inmunolégica a un
nivel de inclusién de antigeno eficaz para inducir la respuesta inmune deseada, a saber, la reduccion de la
incidencia o disminucion de la severidad de los signos clinicos resultantes de una infeccion por PCV2.
Preferiblemente, el nivel de inclusion de la proteina ORF2 del PCV2 es de al menos 0,2 ug de antigeno/ml de la
composicion inmunogénica final (ug/ml), mas preferiblemente entre aproximadamente 0,2 y aproximadamente 400
pg/ml, mas preferiblemente aun entre aproximadamente 0,3 y aproximadamente 200 pug/ml, ain mas preferiblemente
entre aproximadamente 0,35 y aproximadamente 100 ug/ml, mas preferiblemente ain entre aproximadamente 0,4 y
aproximadamente 50 pg/ml, mas preferiblemente aun entre aproximadamente 0,45 y aproximadamente 30 pg/ml,
mas preferiblemente aln entre aproximadamente 0,6 y aproximadamente 15 pg /ml, ain mas preferiblemente entre
aproximadamente 0,75 y aproximadamente 8 ug/ml, ain mas preferiblemente entre aproximadamente 1,0 y
aproximadamente 6 pg/ml, mas preferiblemente adn entre aproximadamente 1,3 y aproximadamente 3,0 pg/ml, ain
mas preferiblemente entre aproximadamente 1,4 y aproximadamente 2,5 pg/ml, ain mas preferiblemente entre
aproximadamente 1,5 y aproximadamente 2,0 ug/ml y con mayor preferencia es de 1,6 pg/ml aproximadamente.

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

El polipéptido ORF2 del PCV2 usado en la composicidon inmunogénica acorde con la presente invencion puede ser
derivado de cualquier manera incluyendo aislamiento y purificacion de la ORF2 del PCV2, sintesis estandar de
proteinas y metodologia recombinante. Los métodos preferidos para obtener el polipéptido ORF2 del PCV2 se
describieron aqui mas arriba y también se proporcionan en la solicitud de patente de EE.UU ndmero de serie
11/034,797. Brevemente, se infectan células susceptibles con un vector viral recombinante que contiene las
secuencias de ADN codificantes de ORF2 del PCV2, el polipéptido ORF2 del PCV2 es expresado por el virus
recombinante y el polipéptido ORF2 del PCV2 expresado se recupera del sobrenadante por filtracion y es inactivado
mediante cualquier método convencional, preferiblemente usando etilenimina binaria, que luego es neutralizado para
detener el proceso de inactivacion.

Por lo tanto, de acuerdo con un aspecto adicional, la composicién inmunogénica comprende i) cualesquiera de las
proteinas ORF2 del PCV2 descritas precedentemente, preferiblemente a las concentraciones descritas
precedentemente, y ii) al menos una porcion del vector viral que expresa dicha proteina ORF2 del PCV2,
preferiblemente de un baculovirus recombinante. Mas aun, de acuerdo con un aspecto adicional, la composicién
inmunogénica comprende i) cualquiera de las proteinas ORF2 del PCV2 descritas precedentemente, preferiblemente
a las concentraciones descritas precedentemente, ii) al menos una porcion del vector viral que expresa dicha
proteina ORF2 del PCV2, preferiblemente de un baculovirus recombinante, y iii) una porcién del sobrenadante del
cultivo celular.

En el proceso de produccion y recuperacion para la proteina ORF2 del PCV2, el sobrenadante del cultivo celular
puede ser filtrado a través de una membrana que tiene un tamafo de poro que comprende preferiblemente entre
aproximadamente 0,45 y 1 ym. Por consiguiente, un aspecto adicional se refiere a una composiciéon inmunogénica
que comprende i) cualquiera de las proteinas ORF2 del PCV2 descritas precedentemente, preferiblemente a las
concentraciones descritas precedentemente, ii) al menos una porcion del vector viral que expresa dicha proteina
ORF2 del PCV2, preferiblemente de un baculovirus recombinante, y iii) una porcién del cultivo celular; donde
aproximadamente un 90% de los componentes tiene un tamafio menor que 1 pm.

De acuerdo con un aspecto adicional, la presente descripcion se refiere a una composicion inmunogénica que
comprende i) cualquiera de las proteinas ORF2 del PCV2 descritas precedentemente, preferiblemente a las
concentraciones descritas precedentemente, ii) al menos una porcion del vector viral que expresa dicha proteina
ORF2 del PCV2, iii) una porcion del cultivo celular y iv) un agente de inactivacion para inactivar el vector viral
recombinante que preferiblemente es BEI, donde aproximadamente un 90% de los componentes i) a iii) son de un
tamafno menor que 1 pm. Preferiblemente, BEl esta presente a concentraciones eficaces para inactivar el
baculovirus. Las concentraciones eficaces se describieron precedentemente.

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

El polipéptido es incorporado en una composicién que puede ser administrada a un animal susceptible a un infeccion
por PCV2. En realizaciones preferidas, la composicion también puede incluir componentes adicionales conocidos
por los especialistas en la técnica (véase también Remington's Pharmaceutical Sciences, (1990), 182 ed.Mack Publ.,
Easton). Ademas, la composicion puede incluir uno o mas vehiculos aceptables para uso veterinario. Tal como se
utiliza en la presente, un "vehiculo aceptable para uso veterinario” incluye cualquiera y todos los solventes, medios
de dispersion, recubrimientos, adyuvantes, agentes estabilizantes, diluyentes, conservantes, agentes antibacterianos
y antifngicos, agentes isotdnicos, agentes que demoran la absorcion y semejantes.

La composicion inmunogénica puede comprender la proteina ORF2 del PCV2 provista en la presente,
preferiblemente a las concentraciones descritas precedentemente, como un componente antigénico, mezclado con
un adyuvante, preferiblemente Carbopol,y salina fisiolégica.

Los especialistas en la técnica comprenderan que la presente composiciéon puede incorporar soluciones estériles
inyectables conocidas, aceptables para uso fisiolégico. Para preparar una solucién lista para usar como una
inyeccion o infusién parenteral, hay soluciones isotonicas acuosas, tal como por ejemplo salina, o las
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correspondientes soluciones con proteinas plasmaticas. Ademas, las composiciones inmunogénicas y vacunas de la
presente descripcion pueden incluir diluyentes, agentes isotdnicos, estabilizantes o adyuvantes. Los diluyentes
pueden incluir agua, salina, dextrosa, etanol, glicerol y semejantes. Los agentes isotonicos pueden incluir cloruro de
sodio, dextrosa, manitol, sorbitol y lactosa, entre otros. Los estabilizantes incluyen albumina y sales alcalinas del
acido etilendiamintetracético, entre otros. Los adyuvantes adecuados son los que se describieron precedentemente.
Mas preferido es el uso de Carbopol, en particular el uso de Carbopol 971P, preferiblemente en las cantidades
descritas precedentemente (por ejemplo entre aproximadamente 500 ug y aproximadamente 5 mg por dosis, con
mayor preferencia aun entre aproximadamente 750 ug y aproximadamente 2,5 mg por dosis y mas preferiblemente
en una cantidad de aproximadamente 1 mg por dosis).

Por lo tanto, la presente descripcion también se refiere a una composicion inmunogénica que comprende i)
cualquiera de las proteinas ORF2 del PCV2 descritas precedentemente, preferiblemente a las concentraciones
descritas precedentemente, ii) al menos una porcion del vector viral que expresa dicha proteina ORF2 del PCV2, iii)
una porcion del cultivo celular, iv) un agente de inactivacion para inactivar el vector viral recombinante,
preferiblemente es BEI, y v) un agente de neutralizacion para detener la inactivacion mediada por el agente de
inactivacion, preferiblemente tiosulfato de sodio en cantidades equivalentes a BEI; y vi) un adyuvante adecuado,
preferiblemente Carbopol 971 en las cantidades descritas precedentemente; donde aproximadamente un 90% de los
componentes i) a iii) tienen un tamafio menor que 1 ym. De acuerdo con un aspecto adicional, esta composicion
inmunogénica comprende ademas una sal aceptable para uso farmacéutico, preferiblemente una sal de fosfato a
concentraciones aceptables para uso fisiolégico. Preferiblemente, el pH de dicha composicién inmunogénica se
ajusta a un pH fisioldgico, o sea entre 6,5 y 7,5 aproximadamente.

Por lo tanto, también se describe aqui una composicion inmunogénica que comprende por cada ml i) al menos 1,6
Mg de la proteina ORF2 del PCV2 descrita precedentemente, ii) al menos una porcion de baculovirus que expresa
dicha proteina ORF2 del PCV2, iii) una porcion del cultivo celular, iv) BEI entre 2 y 8 mM aproximadamente, v)
tiosulfato de sodio en cantidades equivalentes a BEI; y vi) aproximadamente 1 mg de Carbopol 971, y vii) sal de
fosfato a una concentracion aceptable para uso fisiologico; donde aproximadamente un 90% de los componentes i) a
iii) son de un tamafio menor que 1 uym y el pH de dicha composicién inmunogénica se ajusta en 6,5 a 7,5
aproximadamente.

Las composiciones inmunogénicas pueden incluir ademas uno o mas agentes inmunomoduladores adicionales tales
como, por ejemplo, interleuquinas, interferones u otras citoquinas. Las composiciones inmunogénicas también
pueden incluir Gentamicina y Mertiolate. Aunque las cantidades y concentraciones de los adyuvantes y aditivos que
son de utilidad en el contexto de la presente invencion pueden ser determinadas facilmente por el especialista, la
presente descripcion contempla composiciones que comprenden entre aproximadamente 50 pg y aproximadamente
2000 ug de adyuvante y preferiblemente una dosis de 250 ug/ml aproximadamente de la composicion de vacuna. La
presente descripcion contempla composiciones de vacuna que comprenden entre aproximadamente 1 ug/ml y
aproximadamente 60 pg/ml de antibidticos, y mas preferiblemente menos que 30 pg/ml aproximadamente de
antibidticos.

Por lo tanto, la presente descripcion también se refiere a una composicion inmunogénica que comprende i)
cualquiera de las proteinas ORF2 del PCV2 descritas precedentemente, preferiblemente a las concentraciones
descritas precedentemente, ii) al menos una porcidn del vector viral que expresa dicha proteina ORF2 del PCV2, iii)
una porcion del cultivo celular, iv) un agente de inactivacion para inactivar el vector viral recombinante,
preferiblemente es BEI, y v) un agente de neutralizacion para detener la inactivacion mediada por el agente de
inactivacion, preferiblemente es tiosulfato de sodio en cantidades equivalentes a BEI; vi) un adyuvante adecuado,
preferiblemente es Carbopol 971 en las cantidades descritas precedentemente; vii) una concentracion aceptable
para uso farmacéutico de una solucién amortiguadora salina, preferiblemente de una sal de fosfato, y viii) un agente
anti-microbioldgico activo; donde aproximadamente un 90% de los componentes i) a iii) son de un tamafio menor
que 1 um.

Se ha encontrado sorprendentemente que la composicion inmunogénica provista en la presente era muy estable
sobre un periodo de 24 meses. También se ha encontrado que las composiciones inmunogénicas provistas en la
presente, que comprenden la proteina ORF2 del PCV2 recombinante, expresada en el baculovirus, provista en la
presente son muy eficaces para reducir los sintomas clinicos asociados con las infecciones por PCV2. Se ha
encontrado sorpresivamente que las composiciones inmunogénicas que comprenden la proteina ORF2 del PCV2
recombinante expresada en el baculovirus provista en la presente, son mas eficaces que una composicion
inmunogénica que comprende al virus PCV2 completo en una forma inactivada o un antigeno ORF2 del PCV2 viral
aislado. En particular, se ha encontrado sorpresivamente que la proteina ORF2 del PCV2 recombinante expresada
en el baculovirus es eficaz a concentraciones muy bajas, lo que significa concentraciones de hasta 0,25 pg/dosis.
Este potencial inmunogénico inesperadamente alto de la proteina ORF2 del PCV2 podria incrementarse con la
adicion de Carbopol.

Un aspecto adicional se refiere a un envase que comprende al menos una dosis de la composicion inmunogénica de
la proteina ORF2 del PCV2 provista en la presente, donde una dosis comprende al menos 2 pg de proteina ORF2
del PCV2, preferiblemente 2 a 16 ug de proteina ORF2 del PCV2. Dicho envase puede comprender entre 1y 250
dosis de la composicion inmunogénica, preferiblemente contiene 1, 10, 25, 50, 100, 150, 200 6 250 dosis de la
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composicion inmunogénica de la proteina ORF2 del PCV2. Preferiblemente, cada uno de los envases que
comprende mas de una dosis de la composicidon inmunogénica de proteina ORF2 del PCV2 comprende ademas un
agente anti-microbioldgico activo. Dichos agentes son, p.ej., antibidticos incluyendo Gentamicina y Mertiolate y
semejantes. Por lo tanto, también se describe aqui un envase que comprende entre 1 y 250 dosis de la composicion
inmunogénica de la proteina ORF2 del PCV2, donde una dosis comprende al menos 2 ug de proteina ORF2 del
PCV2, y Gentamicina y/o Mertiolate, preferiblemente entre aproximadamente 1 ug/ml y aproximadamente 60 pg/ml
de antibiéticos y mas preferiblemente menos que 30 pug/ml aproximadamente.

Un aspecto adicional se refiere a un kit que comprende cualquiera de los envases, descritos precedentemente, y un
manual de instrucciones, incluyendo la informacién para la aplicaciéon intramuscular de al menos una dosis de la
composicion inmunogénica de la proteina ORF2 del PCV2 a lechones para disminuir la gravedad de los sintomas
clinicos asociados con una infecciéon por PCV2. Mas aun, de acuerdo con un aspecto adicional, dicho manual de
instrucciones comprende la informacién de una segunda o mas administracién(es) de al menos una dosis de la
composicion inmunogénica de ORF2 del PCV2, donde dicha segunda administracion o cualquiera administracion
adicional es al menos 14 dias posterior a la administracién inicial o anterior. Preferiblemente, dicho manual de
instrucciones también incluye la informaciéon para administrar un estimulante inmunoldgico. Preferiblemente, dicho
estimulante inmunoldgico sera administrado al menos dos veces. Preferiblemente, hay al menos 3, mas
preferiblemente al menos 5, aun mas preferiblemente al menos 7 dias entre la primera y la segunda administracion o
cualquier administracion adicional del estimulante inmunoldgico. Preferiblemente, el estimulante inmunoldgico es
administrado al menos 10 dias, preferiblemente 15, aiin mas preferiblemente 20, ain mas preferiblemente al menos
22 dias después de la administracion inicial de la composiciéon inmunogénica de la proteina ORF2 del PCV2. Un
estimulante inmunolégico preferido es, por ejemplo, hemocianina de lapa (KLH), preferiblemente emulsionada con
adyuvante incompleto de Freund (KLH/ICFA). Sin embargo, se debe tener en cuenta que también se puede usar
cualquier otro estimulante inmunolégico conocido por los especialistas en la técnica. Un “estimulante inmunoldgico”,
tal como se lo utiliza en la presente, significa cualquier agente o composiciéon que pueda desencadenar la respuesta
inmune, preferiblemente sin iniciar o incrementar una respuesta inmune especifica, p.ej. la respuesta inmune contra
un patogeno especifico. Se indica ademas administrar el estimulante inmunolégico a una dosis adecuada. Mas aun,
el conjunto de elementos también puede comprender un envase, que incluye al menos una dosis del estimulante
inmunoldgico, preferiblemente una dosis de KLH o KLH/ICFA.

Mas aun, también se ha encontrado sorprendentemente que el potencial inmunogénico de las composiciones
inmunogénicas que comprenden la proteina ORF2 del PCV2 recombinante expresada en el baculovirus,
preferiblemente en combinacion con Carbopol, puede ser mejorado ain mas mediante la administracion de la
vacuna IngelVac PRRS MLV (véase el Ejemplo 5). Los signos clinicos de PCV2 y las manifestaciones de
enfermedad se magnifican cuando hay una infeccion por PRRS. Sin embargo, las composiciones inmunogénicas y
las estrategias de vacunacion provistas en la presente disminuye este efecto en gran parte y mas de los esperado.
En otras palabras, se observd un efecto sinérgico inesperado cuando los animales, preferiblemente cerdos,son
tratados con cualquiera de las composiciones inmunogénicas con ORF2 PCV2, provistas en la presente, y la vacuna
Ingelvac PRRS MLV (Boehringer Ingelheim).

Por lo tanto, un aspecto adicional descrito aqui se refiere a un kit descrito precedentemente, que comprende la
composicion inmunogénica de ORF2 del PCV2 provista en la presente y el manual de instrucciones, donde dicho
manual de instrucciones incluye ademas la informacion para administrar la composicion inmunogénica de ORF2 del
PCV2 junto con una composicion inmunogénica que comprende un antigeno PRRS, preferiblemente un antigeno
PRRS con adyuvante. Preferiblemente, el adyuvante para el antigeno PRRS es Carbopol. Preferiblemente, el
antigeno PRRS es IngelVac® PRRS MLV (Boehringer Ingelheim).

Un aspecto adicional descrito aqui se refiere también a un kit que comprende i) un envase que contiene al menos
una dosis de la composicion inmunogénica de ORF2 del PCV2 provista en la presente, y ii) un envase que contiene
una composicidon inmunogénica que comprende un antigeno PRRS, preferiblemente un antigeno PRRS con
adyuvante. Preferiblemente, el adyuvante para el antigeno PRRS es Carbopol. Preferiblemente el antigeno PRRS es
IngelVac® PRRS MLV (Boehringer Ingelheim). Mas preferiblemente, el kit comprende ademas un manual de
instrucciones, incluyendo la informaciéon para administrar ambas composiciones farmacéuticas. Preferiblemente,
provee la informacion que la composicion que contiene ORF2 del PCV2 es administrada temporalmente antes que la
composicion que contiene PRRS.

Un aspecto adicional se refiere a el uso de cualquiera de las composiciones provistas en la presente como un
medicamento, preferiblemente como un medicamento veterinario, con mayor preferencia ain como una vacuna. Mas
aun, la presente descripcion también se refiere al uso de cualquiera de las composiciones descritas en la presente,
para preparar un medicamento para disminuir la gravedad de los sintomas clinicos asociados con una infeccién por
PCV2. Preferiblemente, el medicamento es para prevenir una infeccion por PCV2, ain mas preferiblemente en
lechones.

También se describe aqui un método para (i) prevenir una infecciéon, o una reinfecciéon, con PCV2 o (ii) reducir o
eliminar los sintomas clinicos causados por PCV2 en un sujeto, que comprende administrar cualquiera de las
composiciones inmunogénicas provistas en la presente a un sujeto que lo necesita. Preferiblemente, el sujeto es un
cerdo. Preferiblemente, la composicién inmunogénica se administra por via intramuscular. Preferiblemente, se
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administra una dosis o dos dosis de la composicién inmunogénica, en donde una dosis comprende preferiblemente
al menos aproximadamente 2 pg de proteina PCV2 ORF2, incluso mas preferiblemente aproximadamente 2 a
aproximadamente 16 ug, y al menos aproximadamente 0,1 a aproximadamente 5 mg de Carbopol, preferiblemente
aproximadamente 1 mg de Carbopol. Un aspecto adicional se refiere al método de tratamiento descrito
anteriormente, en el que se administra una segunda aplicacion de la composicion inmunogénica. Preferiblemente, la
segunda administracion se realiza con la misma composicién inmunogénica, que tiene preferiblemente la misma
cantidad de proteina ORF2 de PCV2. Preferiblemente, la segunda administracion también se administra por via
intramuscular. Preferiblemente, la segunda administracion se realiza al menos 14 dias después de la administracion
inicial, incluso mas preferiblemente al menos 4 semanas después de la administracién inicial.

De acuerdo con un aspecto adicional de la descripcién, el método de tratamiento comprende la administracion de un
estimulante inmunoldgico. Preferiblemente, dicho estimulante inmunoldgico es administrado al menos dos veces.
Preferiblemente, hay al menos 3, mas preferiblemente al menos 5 dias, ain mas preferiblemente al menos 7 dias
entre la primera y la segunda administracion del estimulante inmunoldgico. Preferiblemente, el estimulante
inmunoldgico es administrado al menos 10 dias, preferiblemente 15, ain mas preferiblemente 20, ain mas
preferiblemente al menos 22 dias después de la administracion inicial de la composicién inmunogénica ORF2 del
PCV2. Un estimulante inmunolégico preferido es, por ejemplo, hemocianina de lapa (KLH), preferiblemente en una
emulsion con adyuvante incompleto de Freund (KLH/ICFA). Sin embargo, se debe tener en cuanta que también se
puede usar cualquier otro estimulante inmunoldgico conocido por los especialistas en la técnica. Es propio del
conocimiento general de los especialistas en la técnica administrar el estimulante inmunolégico a una dosis
adecuada.

El método de tratamiento descrito precedentemente también comprende la administracion del antigeno PRRS.
Preferiblemente, el antigeno PRRS se formula con el adyuvante Carbopol. Preferiblemente el antigeno PRRS es
IngelVac® PRRS MLV (Boehringer Ingelheim). Preferiblemente, dicho antigeno PRRS es administrado
temporalmente después de administrar la composicion inmunogénica de la proteina ORF2 PCV2.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 es un diagrama de flujo esquematico de una construccion preferida del baculovirus recombinante de
ORF2 del PCV2;y

Las figuras 2a y 2b son diagramas de flujo esquematicos de como producir una composicion para uso acorde con la
presente invencion.

Descripcion detallada de las realizaciones preferidas

En los siguientes ejemplos se describen materiales y procedimientos preferidos para uso de acuerdo con la presente
invencion. Sin embargo, se comprendera que estos ejemplos solamente se ofrecen a efectos ilustrativos y ningun
contenido en los mismos debe considerarse como una limitacion del alcance general de la invencion.

Ejemplo 1

Este ejemplo compara los rendimientos relativos de ORF2 usando los métodos segun se describen aqui junto con
métodos que son conocidos en la técnica anterior. Se sembraron cada uno de cuatro matrazs rotatorios de 1000 ml
con aproximadamente 1,0 x 108 células Sf+/ml en 300 mL de medio de insecto libre de suero, Excell 420 (JRH
Biosciences, Inc., Lenexa, KS). El cultivo celular maestro se identifica como solucion madre de células maestras SF+
(Spodoptera frugiperda), pasaje 19, Lote N° N112-095W. Las células usadas para generar la solucion madre de
células maestras SF+ se obtuvieron de Protein Sciences Corporation, Inc., Meriden, CT. La linea celular SF+ para
este ejemplo se confind entre los pasajes 19 y 59. Otros pasajes también funcionan bien a los efectos de la presente
invencion, pero con el fin de llevar el proceso a una escala de producciéon mayor, probablemente sean necesarios al
menos 19 pasajes y los pasajes posteriores a 59 pueden tener efectos sobre la expresion, aunque esto no se
investigd. Con mayor detalle, los cultivos celulares iniciales de SF+ luego del almacenamiento en nitrégeno liquido
se cultivaron en medio Excell 420 en suspension en matrazs rotatorios estériles bajo agitacién constante. Los
cultivos crecieron en matrazs rotatorios de 100 mL a 250 mL con 25 a 150 mL de medio Excell 420 sin suero.
Cuando las células se habian multiplicado hasta una densidad celular de 1,0-8,0 x 108 células/mL, se repartieron en
nuevos recipientes con una densidad de siembra de 0,5-1,5 x 108 células/mL. Los subsiguientes cultivos de
expansion se cultivaron en matrazs rotatorios cuyo tamafo era de hasta 36 litros o en biorreactores de acero
inoxidable de hasta 300 litros por un periodo de 2-7 dias a 25-29°C.

Después de la siembra, los matrazs fueron incubados a 27°C por cuatro horas. A continuacién, en cada matraz se
sembré baculovirus recombinante que contiene el gen de la ORF2 del PCV2 (SEQ ID N°: 4). El baculovirus
recombinante que contiene el gen de la ORF2 del PCV2 fue generado de la siguiente manera: el gen de la ORF2 del
PCV2 de una cepa de PCV2 de EE.UU. fue amplificado por PCR para contener una secuencia de Kozak 5’ (SEQ ID
N°: 1) y un sitio EcoRI 3’ (SEQ ID N°: 2), clonado en el vector pGEM-T-Easy (Promega, Madison, WI). Después, se
recortd y subclond en el vector de transferencia pVL1392 (BD Biosciences Pharmingen, San Diego, CA). La porcion
subclonada esta representada aqui en la SEQ ID N° 7. El plasmido pVL1392 que contiene al gen de ORF2 del
PCV2 se denomind N47-064Y y luego se cotransfectd con el ADN del baculovirus BaculoGold® (BD Biosciences
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Pharmingen) en células de insecto Sf+ (Protein Sciences, Meriden, CT) para generar el baculovirus recombinante
que contiene al gen de ORF2 del PCV2. La nueva construccion se provee aqui en la SEQ ID N°: 8. El baculovirus
recombinante que contiene al gen de ORF2 del PCV2 se purificé en placa y se propagd un virus semilla maestro
[Master Seed Virus] (MSV) sobre la linea celular SF+, se tomaron alicuotas y se guardaron a —70 °C. El MSV se
identificd positivamente como baculovirus ORF2 del PCV2 por PCR-RFLP usando cebadores especificos del
baculovirus. Las células de insecto infectadas con el baculovirus ORF2 del PCV2 para generar el MSV o virus
semilla de trabajo [Working Seed Virus] expresan al antigeno ORF2 del PCV2 segun se detectd con anticuerpos
policlonales séricas o monoclonales en un ensayo con anticuerpos fluorescentes indirecto. Ademas, la identidad del
baculovirus ORF2 del PCV2 se confirmd por secuenciacion de los aminoacidos N-terminales. El baculovirus ORF2
del PCV2 MSV también fue evaluado por su pureza de acuerdo con 9 C.F.R. 113.27 (c), 113.28 y 113.55. Cada
baculovirus recombinante sembrado en los matrazs rotatorios tenian multiplicidades de infeccion (MOI) variables. En
el Matraz 1 se sembraron 7,52 mL de semilla 0,088 MOI; en el matraz 2 se sembraron 3,01 mL de semilla 0,36 MOI;
en el matraz 3 se sembraron 1,5 mL de semilla 0,18 MOI; y en el matraz 4 se sembraron 0,75 mL de semilla 0,09
MOI. En la figura 1 se provee un diagrama de flujo esquematico que ilustra los pasos basicos usados para la
construccion de un baculovirus ORF2 del PCV2 recombinante.

Después de sembrar los baculovirus, los matrazs se incubaron a 27 + 2°C durante 7 dias y también se agitaron a
100 rpm durante dicho tiempo. Los matrazs estaban equipados con tapas ventiladas para permitir el flujo de aire. Se
tomaron muestras de cada matraz cada 24 horas durante los 7 dias siguientes. Después de la extraccion, cada
muestra se centrifugo, se separd el sedimento del sobrenadante y luego se microfiltré a través de una membrana
cuyo tamafio de poro era de 0,45-1,0 ym.

A continuacion, se determind la cantidad de ORF2 presente en las muestras resultantes mediante un ensayo de
ELISA. El ensayo de ELISA se realizd6 con el anticuerpo de captura anti-PCV2 Pab IgG Prot. G de porcinos
purificado (diluido 1:250 en PBS) diluido a 1:6000 en solucion tampén carbonato 0,05 M (pH 9,6). Luego se
introdujeron 100 uL del anticuerpo en los pocillos de la placa de microtitulacion, se sellaron las placas y se incubaron
durante la noche a 37°C. La placa se lavé después tres veces con una solucion de lavado que comprendia 0,5 mL
de Tween 20 (Sigma, St. Louis, MO), 100 mL de D-PBS 10X (Gibco Invitrogen, Carlsbad, CA) y 899,5 mL de agua
destilada. A continuacion, se agregaron 250 yL de una solucion de bloqueo (5 g de leche en polvo descremada
Carnation (Nestle, Glendale, CA) en 10 mL de D-PBS y cantidad necesario hasta llevar a 100 mL de agua destilada)
a cada uno de los pocillos. La siguiente etapa comprendia lavar la placa de prueba y luego agregar el antigeno
diluido previamente. El antigeno pre-diluido se obtuvo por adicion de 200 pL de solucion diluyente (0,5 mL de Tween
20 en 999,5 mL de D-PBS) a cada uno de los pocillos sobre una placa de dilucién. A continuacioén, la muestra se
diluyé a una relacion de 1:240 y a una relacion de 1:480 y luego se agregaron 100 pyL de cada una de estas
muestras diluidas a uno de los pocillos superiores de la placa de dilucion (es decir, un pocillo superior recibié 100 pL
de la dilucion 1:240 y la otra recibié 100 pL de la dilucion 1:480). Después se efectuaron diluciones en serie para el
resto de la placa retirando 100 yL de cada pocillo sucesivo y transfiriéndolos al siguiente pocillo de la placa. Se
mezclo el contenido de cada pocillo antes de efectuar la transferencia siguiente. El lavado de la placa de prueba
incluyd tres lavados de la placa con la solucién tampon de lavado. La placa se sellé luego y se incubd durante una
hora a 37°C antes de lavarla otras tres veces con la solucién tampoén de lavado. El anticuerpo de deteccién usado
era un anticuerpo monoclonal contra PCV ORF2. Se diluy6 a 1:300 en solucion diluyente y luego se agregaron 100
WL de anticuerpo de deteccion diluido a los pocillos. A continuacion, se sellé la placa y se incubd durante una hora a
37°C antes de lavarla tres veces con la solucién tampoén de lavado. Luego se preparé diluyente de conjugacion por
adiciéon de suero de conejo normal (Jackson Immunoresearch, West Grove, PA) a la solucion diluyente hasta una
concentraciéon del 1%. El anticuerpo conjugado anti-(H+l) de ratéon de cabra-HRP (Jackson Immunoresearch) se
diluyé en el diluyente de conjugacién hasta 1:10.000. Después se agregaron 100 yL del anticuerpo conjugado diluido
a cada uno de los pocillos. La placa se sello y se incubd durante 45 minutos a 37°C antes de lavarla tres veces con
la solucién tampon de lavado. Se agregaron 100 pL de sustrato (sustrato de peroxidasa TMB, Kirkgaard y Perry
Laboratories (KPL), Gaithersberg, MD), mezclado con un volumen igual de sustrato de peroxidasa B (KPL) a cada
uno de los pocillos. La placa se incubé a temperatura ambiente durante 15 minutos. A continuaciéon se agregaron
100 pL de solucion de HCI 1 N a todos los pocillos para detener la reaccién. La placa se pasoé luego por un lector
para ELISA. Los resultados de este ensayo se muestran en la siguiente Tabla 1:

Tabla 1

Dia Matraz ORF2 en sedimento (ug) ORF2 en sobrenadante (ug)
3 1 47,53 12

3 2 57,46 22

3 3 53,44 14

3 4 58,64 12

4 1 43,01 44

4 2 65,61 62

4 3 70,56 32
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4 4 64,97 24

5 1 31,74 100
5 2 34,93 142
5 3 47,84 90

5 4 55,14 86

6 1 14,7 158
6 2 18,13 182
6 3 34,78 140
6 4 36,88 146
7 1 6,54 176
7 2 12,09 190
7 3 15,84 158
7 4 15,19 152

Estos resultados indican que cuando se prolonga el tiempo de incubacién, la expresion de ORF2 hacia el
sobrenadante de las células y medio centrifugados es mayor que la expresion en el sedimento de las células y
medio centrifugados. Por consiguiente, si se deja que la expresion de ORF2 avance durante al menos 5 dias y se lo
recupera en el sobrenadante en lugar de dejar que la expresion avance por menos de 5 dias y recuperar el ORF2 de
las células, provee un gran incremento en los rendimientos de ORF2 y una mejora significativa con respecto a los
métodos anteriores.

Ejemplo 2

En este ejemplo se proveen datos sobre la eficacia de las vacunas descritas en esta memoria. En un matraz
rotatorio de 1000 mL se sembraron aproximadamente 1,0 x 10% células Sf+/ml en 300 mL de medio Excell 420. El
matraz se incubd luego a 27°C y se agité a 100 rpm. A continuacién, en el matraz se sembraron 10 mL de virus
semilla ORF2 PCV2/Bac p+6 (el baculovirus recombinante que contiene al gen de la ORF2 del PCV2 de 6 pasajes
adicionales en las células de insecto Sf9) con 0,1 MOI después de 24 horas de incubacion.

El matraz se incubd luego a 27°C durante un total de 6 dias. Después de la incubacion, el matraz se centrifugd y se
cosecharon tres muestras del sobrenadante resultante y se inactivaron. El sobrenadante se inactivé llevando su
temperatura a 37 + 2°C. Para la primera muestra, se agregé una solucion 0,4 M de bromhidrato de 2-
bromoetilenamina que habia sido ciclado en etilenimina binaria 0,2 M (BEI) en NaOH 0,3 N al sobrenadante para
obtener una concentracion final de BEI de 5 mM. Para la segunda muestra, se agregé BEI 10 mM al sobrenadante.
Para la tercera muestra, no se agregé BEI al sobrenadante. Las muestras se agitaron luego de forma continua
durante 48 h. Se agreg6 una solucion 1,0 M de tiosulfato de sodio para obtener una concentraciéon minima final de 5
mM con el fin de neutralizar toda BEI residual. Después se determiné la cantidad de ORF2 en cada muestra usando
el mismo procedimiento de ensayo ELISA que se describié en el ejemplo 1. Los resultados se pueden observar en la
siguiente Tabla 2:

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

Este ejemplo demuestra que la neutralizacion con BEI no elimina o degrada cantidades significativas de producto de
proteina ORF2 del PCV2 recombinante. Esto queda evidenciado por el hecho que no hay una gran pérdida de ORF2
en el sobrenadante del BEI o temperaturas elevadas. Los especialistas en la técnica comprenderan que el ORF2
recuperados es un producto proteico estable.

Ejemplo 3

Este ejemplo demuestra que el método descrito en esta memoria puede llevarse a escala desde una produccion a
pequeia escala de ORF2 del PCV2 recombinante a una produccion a gran escala de ORF2 del PCV2 recombinante.
Se introdujeron 5,0 x 10° células/ml de células SF+/ml en 7000 mL de medio ExCell 420 en un Biorreactor Applikon
de 20000 mL. El medio y las células se incubaron luego a 27°C y se agitaron a 100 RPM durante las siguientes 68
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horas. A la hora 68, se agregaron 41,3 mL de ORF2 de PCV2 Baculovirus MSV+3 a 7000 mL de medio ExCell 420.
La mezcla resultante se introdujo luego en el biorreactor. Durante los siguientes siete dias, la mezcla se incub6 a
27°C y se agitdé a 100 RPM. Se extrajeron muestras del biorreactor cada 24 horas comenzando el dia 4, después de
la infeccidn, y se centrifugd cada muestra. Se conservé el sobrenadante de las muestras y se cuantificé la cantidad
de ORF2 usando densitometria con SDS-PAGE. Los resultados se muestran en la siguiente Tabla 3:

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

En este ejemplo se evalua la eficacia de siete candidatos de vacunas contra PCV2 y ademas se definen los
parametros de eficacia después de exposicién a una cepa virulenta de PCV2. Se dividieron aleatoriamente ciento
ocho (108) lechones, nacidos por cesarea, privados de calostro (CDCD), de 9-14 dias de vida, en 9 grupos de igual
tamano. En la Tabla 4 se muestra el disefio general del estudio para este ejemplo.

Tabla 4. Disefio general del estudio

o . Expuestos a .
Grupo N° de Tratamiento Dia .de },(LH/ICF A el PCV2 virulento Necr,op5|a el
cerdos tratamiento | dia 21 y dia 27 . dia 49
el dia 24
1 12 Vacuna PCV2 N° 1-(vORF2 0 + + +
16 ug)
2 12 Vacuna PCV2 N° 2-(vORF2 0 + + +
8 ug)
3 12 Vacuna PCV2 N° 3-(vORF2 0 + + +
4 ug)
4 12 Vacuna PCV2 N° 4-(rORF2 0 + + +
16 ug)
5 12 Vacuna PCV2 N° 5-(rORF2 8 0 + + +
Hg)
6 12 Vacuna PCV2 N° 6-(rORF2 4 0 + + +
Hg)
7 12 Vacuna PCV2 N° 7-(Virus 0 + + +
completos muertos)
8 12 Controles no expuestos N/D + + +
9 12 Grupo contro! negativo no N/D + ) +
estricto

VORF2 = ORF2 viral aislado; rORF2 = ORF2 de baculovirus recombinante expresado; virus completos muertos =
virus PCV2 cultivados en un cultivo celular adecuado

Siete de los grupos (Grupos 1-7) recibieron dosis del polipéptido ORF2 PCV2, uno de los grupos actué como un
control de prueba y no recibio ORF2 PCV2 y otro grupo actué como grupo control negativo estricto y tampoco recibié
ORF2 PCV2. El dia 0, los grupos 1 a 7 fueron tratados con las vacunas asignadas. Los lechones en el grupo 7
recibieron un tratamiento de refuerzo el dia 14. Se observé la aparicion de efectos adversos en los lechones, asi
como reacciones en el sitio de inyeccion después de la vacunacion y el dia 19 los lechones fueron trasladados al
segundo sitio de estudio. En el segundo sitio de estudio, los grupos 1-8 fueron albergados en una instalacién, en
tanto el grupo 9 fue albergado en una instalacion separada. Todos los cerdos recibieron hemocianina de lapa
(KLH)/adyuvante incompleto de Freund (ICFA) los dias 21 y 27 y el dia 24, los grupos 1-8 fueron expuestos a un
PCV2 virulento.

Se recolectaron muestras de sangre antes y después de la exposicion para determinar la serologia de PCV2.
Después de la exposicion, se recolectaron los datos de peso corporal para determinar la ganancia de peso diario
promedio (ADWG), y los sintomas clinicos, asi como muestras de hisopados nasales para determinar el exudado
nasal de PCV2. El dia 49, se realiz6 la necropsia de los 15 cerdos que sobrevivieron, se calificaron las lesiones de
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los pulmones y se conservaron algunos tejidos selectos en formalina para efectuar posteriormente las pruebas de
inmunohistoquimica (IHC).

Materiales y métodos

Este era un estudio de viabilidad frente a una exposicién a vacunacion parcialmente ciego realizado con cerdos
CDCD, de 9 a 14 dias de vida el dia 0. Para su inclusion en el estudio, los titulos de IFA PCV2 de cerdas eran =
1:1000. Ademas, el estado seroldgico de las cerdas era de una piara negativa para PRRS conocida. Se evalud el
estado serologico de PCV2 de veintiocho (28) cerdas. Catorce (14) cerdas tenia un titulo de PCV2 < 1000 y fueron
transferidas al primer sitio de estudio. Ciento diez (110) lechones nacieron mediante cirugia cesarea y estaban
disponibles para este estudio el dia -4. El dia -3, se pesaron 108 cerdos CDCD en el primer sitio de estudio, se
identificaron mediante rétulos de oreja, bloqueados por el por peso y luego fueron asignados aleatoriamente a 1 de 9
grupos, como se mostré anteriormente en la tabla 4. Si alguno de los animales de prueba que habia cumplido con
los criterios de inclusion era enrolado en el estudio y posteriormente excluido del mismo por cualquier motivo, se
notificaba al Investigador y Monitor con el fin de determinar el uso de los datos recolectados del animal en el analisis
final. Se registro la fecha en que los lechones enrolados eran excluidos y la razén de dicha exclusion. Inicialmente,
no se excluyd ninguna cerda. Un total de 108 de los 110 cerdos disponibles fueron asignados aleatoriamente a uno
de los 9 grupos el dia -3. Los dos cerdos mas pequefios (N° 17 y 19) no fueron asignados a ningun grupo y
quedaron a disposicion en caso de necesitarlos. Durante el transcurso del estudio, se retiraron varios animales.
Cada uno de los siguientes cerdos fueron encontrados muertos antes de la exposicion: el cerdo 82 (grupo 9) el dia -
1,el cerdo N° 56 (grupo 6) el dia 3,el cerdo N° 53 (grupo 9) el dia 4,el cerdo N° 28 (grupo 8) el dia 8,el cerdo N° 69
(grupo 8) el dia 7 y el cerdo N° 93 (grupo 4) el dia 9. Estos seis cerdos no se incluyeron en los resultados finales del
estudio. El cerdo no 17 (uno de los cerdos disponibles) fue asignado al Grupo 9. El cerdo disponible restante, N° 19,
se excluyo del estudio.

Las formulaciones administradas a cada uno los grupos fueron: el grupo 1 fue asignado para recibir 1 ml de ORF2
viral (VORF2) que contiene 16 pg de ORF2/ml. Esto se obtuvo mezclando 10,24 ml de ORF2 viral (256 pg/25 ug/ml =
10,24 ml vORF2) con 3,2 ml de Carbopol al 0,5% y 2,56 ml de solucién tampon fosfato salina a un pH de 7,4. Esto
permitid obtener 16 ml de formulacién para el grupo 1. El grupo 2 fue asignado para recibir 1 ml de vVORF2 que
contiene 8 ug de VORF2/ml. Esto se obtuvo mezclando 5,12 ml de vVORF2 (128 ug/25 pg/ml = 5,12 ml vORF2) con
3,2 ml de Carbopol al 0,5% y 7,68 ml de solucion tampon fosfato salina a un pH de 7,4. Esto permitié obtener 16 ml
de formulacioén para el grupo 2. El grupo 3 fue asignado para recibir 1 ml de vVORF2 que contiene 4 ug de vVORF2/ml.
Esto se obtuvo mezclando 2,56 ml de vVORF2 (64 pg/25 pg/ml = 2,56 ml vORF2) con 3,2 ml de Carbopol al 0,5% y
10,24 ml de solucién tampon fosfato salina a un pH de 7,4. Esto permitié obtener 16 ml de formulacién para el grupo
3. El grupo 4 fue asignado para recibir 1 ml de ORF2 recombinante (rORF2) que contiene 16 ug de rORF2/ml. Esto
se obtuvo mezclando 2,23 ml de rORF2 (512 ug/230 pg/ml = 2,23 ml rORF2) con 6,4 ml de Carbopol al 0,5% y 23,37
ml de solucion tampén fosfato salina a un pH de 7,4. Esto permitié obtener 32 ml de formulacion para el grupo 4. El
grupo 5 fue asignado para recibir 1 ml de rORF2 que contiene 8 pg de rORF2/ml. Esto se obtuvo mezclando 1,11 mi
de rORF2 (256 pg/230 pg/ml = 1,11 ml rORF2) con 6,4 ml de Carbopol al 0,5% y 24,49 ml de solucion tampon
fosfato salina a un pH de 7,4. Esto permitid obtener 32 ml de formulacion para el grupo 5. El grupo 6 fue asignado
para recibir 1 ml de rORF2 que contiene 8 ug de rORF2/ml. Esto se obtuvo mezclando 0,56 ml de rORF2 (128
pg/230 pg/ml = 0,56 ml rORF2) con 6,4 ml de Carbopol al 0,5% y 25,04 ml de solucién tampon fosfato salina a un pH
de 7,4. Esto permitid obtener 32 ml de formulacion para el grupo 6. El grupo 7 fue asignado para recibir 2 ml de
vacuna de células enteras muertas de PCV2 (PCV2 KV) que contiene al MAX PCV2 KV. Esto se obtuvo mezclando
56 ml de PCV2 KV con 14 ml de Carbopol al 0,5%. Esto permitié6 obtener 70 ml de formulacién para el grupo 7.
Finalmente, el grupo 8 fue asignado para recibir KLH a 0,5 pg/ml o 1,0 yg/ml por dosis de 2 ml. Esto se obtuvo
mezclando 40,71 ml de KLH (7,0 ug proteina/ml a 0,5 pyg/ml = 570 ml (7,0 pyg/ml)(x) = (0,5)(570 ml)), 244,29 ml
soluciéon tampon fosfato salina a un pH de 7,4 y 285 ml de adyuvante de Freund. En la tabla 5 se describen los
tiempos para las principales actividades de este ejemplo.

Tabla 5. Actividades del estudio

Dia del estudio Actividad del estudio
-4,0a49 Observaciones generales sobre el estado de salud general y sintomas clinicos
3 Peso; asignacion aleatoria en grupos; recoleccion de muestras de sangre de todos
los cerdos
0 Examen de salud; administracion de IVP N° 1-7 a los grupos 1-7, respectivamente
0-7 Observacion de los cerdos por reacciones en el sitio de inyeccion
14 Grupo 7 reforzado con la vacuna PCV2 N° 7; recoleccidon de muestras de sangre de
todos los cerdos
14-21 Observacion del grupo 7 por reacciones en el sitio de inyeccion
16-19 Tratamiento de todos los cerdos con antibiéticos (faltan los datos)
19 Transporte de los cerdos desde el primer sitio de prueba al segundo sitio de prueba

23




10

15

20

25

30

35

40

ES 2733428 T3

21 Tratamiento de los grupos 1-9 con KLH/ICFA
Recoleccion de muestras de sangre y de hisopados nasales de todos los cerdos;

24 peso de todos los cerdos; exposicion de los grupos 1-8 con material de exposicion
de PCV2

25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, | Recoleccion de muestras de hisopados nasales de todos los cerdos
41, 43, 45, 47

27 Tratamiento de los grupos 1-9 con KLH/ICFA

31 Recoleccion de muestras de sangre de todos los cerdos
Recoleccion de muestras de sangre y de hisopados nasales de todos los cerdos;
peso de todos los cerdos; necropsia de todos los cerdos; registro de lesiones

49 visibles con especial énfasis en ictericia y Ulceras gastricas; evaluacion de lesiones
en los pulmones; reserva de muestras de tejido fresco y fijado en formalina; fase
en-vida del estudio completada

Una vez completada la fase en-vida del estudio, se examinaron los tejidos fijados en formalina mediante
inmunohistoquimica (IHC) para que el patélogo pudiera detectar el antigeno PCV2, se evaluaron las muestras de
sangre por la serologia de PCV2, se evaluaron las muestras de hisopados nasales por el exudado de PCV2 y se
determind la ganancia de peso diario promedio (ADWG) entre el dia 24 y el dia 49.

Los animales fueron albergados en el primer sitio de estudio en jaulas individuales en cinco habitaciones desde el
nacimiento y hasta los 11 dias de vida aproximadamente (dia O del estudio aproximadamente). Cada habitacion era
idéntica en cuanto a disposicion y consistia de jaulas de acero inoxidable individuales apiladas con suministro de
aire caliente y filtrado por separado para cada unidad de aislamiento. Cada habituaciéon tenia calefaccion y
ventilacion separadas, impidiendo de esa manera la contaminacién cruzada de aire entre las habitaciones. Los
animales fueron albergados en dos instalaciones diferentes en el segundo sitio de estudio. El grupo 9 (el grupo
control negativo estricto) fue albergado por separado en un galpén de engorde convertido y los grupos 1-8 fueron
albergados en un galpon de cria convertido. Cada grupo fue albergado en un corral separado (11-12 cerdos por
corral) y cada corral proporcionaba aproximadamente 3,0 pies cuadrados por cerdo. Cada corral se encontraba
sobre un suelo elevado con pisos de listones de plastico. Un pozo debajo de los corrales servia como tanque de
retencion para excrementos y desechos. Cada instalacion tenia sus propios sistemas de calefaccion y ventilacion,
con poca probabilidad de contaminacién cruzada de aire entre las instalaciones.

En el primer sitio de estudio, los lechones recibieron una racién de leche especialmente formulada desde el
nacimiento y hasta aproximadamente las 3 semanas de vida. Todos los lechones consumian una racion sdlida,
mixta especial al dia 19 (4 /2 semanas de vida aproximadamente). En el segundo sitio de estudio, todos los lechones
recibieron una racion de una mezcla comercial especial sin medicacion apropiada para su edad y peso, ad libitum.
También disponian de agua ad libitum en ambos sitios de estudio.

Todos los cerdos de prueba fueron tratados con vitamina E el dia -2, con inyecciones de hierro el dia -1 y con
NAXCEL® (1,0 mL, IM, en flancos alternantes) los dias 16, 17, 18 y 19. Ademas, el cerdo N° 52 (grupo 9) fue tratado
con una inyeccion de hierro el dia 3, el cerdo 45 (grupo 6) fue tratado con una inyeccion de hierro el dia 11, el cerdo
N° 69 (grupo 8) fue tratado con NAXCEL® el dia 6, el cerdo N° 74 (grupo 3) fue tratado con dexametazona y
penicilina el dia 14 y el cerdo N° 51 (grupo 1) fue tratado con dexametazona y penicilina el dia 13 y con NAXCEL® el
dia 14 por diferentes razones de salud.

Mientras permanecian en ambos sitios de estudio, los cerdos se encontraban bajo control veterinario. Los examenes
de salud de los animales se realizaron el dia 0 y se registraron en el formulario de registro del examen de salud.
Todos los animales se encontraban en un buen estado de salud y nutricion antes de recibir las vacunas segun las
observaciones efectuadas el dia 0. Todos los animales de prueba se encontraban en un buen estado de salud y
nutricional antes de la exposicion. Las carcasas y los tejidos fueron eliminados por cremacion. La disposicion final de
los animales de estudio fue registrada en el registro de baja de animales.

El dia 0, los cerdos asignados a los grupos 1-6 recibieron 1,0 mL de las vacunas de PCV2 1-6, respectivamente, IM,
en la region izquierda del cuello usando una jeringa tipo Luer estéril de 3,0 mL y una aguja de 20g x %" estéril. Los
cerdos asignados al grupo 7 recibieron 2,0 ml de vacuna PCV2 N° 7 IM, en la region izquierda del cuello usando una
jeringa tipo Luer estéril de 3,0 mL y una aguja 20g x 2" estéril. El dia 14, los cerdos asignados al grupo 7 recibieron
2,0 mL de vacuna PCV2 N° 7 IM, en la region derecha del cuello usando una jeringa tipo Luer estéril de 3,0 mL y una
aguja 20g x V2" estéril.

El dia 21 todos los cerdos de prueba recibieron 2,0 mL de KLH/ICFA IM en la region del flanco derecho usando una
jeringa tipo Luer estéril de 3,0 mL y una aguja 20g x1” estéril. El dia 27 todos los cerdos de prueba recibieron 2,0 mL
de KLH/ICFA en la region del flanco izquierdo usando una jeringa tipo Luer estéril de 3,0 mL y una aguja 20g x 1”
estéril.
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El dia 24, los cerdos asignados a los grupos 1-8 recibieron 1,0 mL de material de exposicion de prueba PCV2
ISUVDL (5,11 log10 TCID50/mL), IM, en la regién izquierda del cuello usando una jeringa tipo Luer estéril de 3,0 mL
y una aguja 20g x 1” estéril. Se administré 1,0 mL adicional del mismo material IN a cada cerdo (0,5 mL por fosa
nasal) usando una jeringa tipo Luer estéril de 3,0 mL y una canula nasal.

Los cerdos de prueba fueron observados todos los dias por su estado de salud general y los efectos adversos el dia
-4 y desde el dia 0 hasta el dia 19. Las observaciones fueron registradas en el registro de observacion clinica. Todos
los cerdos de prueba fueron observados entre el dia 0 y el dia 7 y el grupo 7 fue monitoreado ademas entre los dias
14 y 21, para monitorear las reacciones en el sitio de inyeccién. La ganancia de peso diario promedio se determind
pesando cada cerdo sobre una balanza calibrada los dias -3, 24 y 49, o el dia en que el cerdo aparecia muerto
después de la exposicion. Los pesos corporales fueron registrados en el formulario de peso corporal. Los pesos
corporales del dia -3 se utilizaron para bloquear los cerdos antes de la asignacién aleatoria. Los datos de los pesos
del dia 24 y del dia 49 se utilizaron para determinar la ganancia de peso diario promedio (ADWG) para cada cerdo y
para los tiempos definidos. En el caso de los cerdos que murieron después de la exposicion y antes del dia 49, se
ajusto la ADWG para que representara la ADWG desde el dia 24 hasta el dia de muerte.

Con el fin de determinar la serologia de PCV2, se recolect6 sangre venosa completa del seno venoso orbital de cada
lechon los dias -3 y 14. Para cada lechon, se recolectd sangre del seno venoso orbital insertando un tubo capilar
estéril en el canto medial de uno de los ojos y drenando aproximadamente 3,0 mL de sangre completa en un tubo
separador de suero (SST) de 4,0 mL. Los dias 24, 31 y 49, se recolectd sangre venosa completa de la vena cava
anterior de cada cerdo usando una aguja Vacutainer 18g x 1 2" estéril (Becton Dickinson and Company, Franklin
Lakes, Nueva Jersey), un soporte de aguja Vacutainer y un SST de 13 mL. La recoleccién de sangre en cada tiempo
se registro en el registro de recoleccion de muestras. Se dejo que la sangre coagulara en cada SST, a continuacion
se centrifugd cada SST y se cosechd el suero. El suero cosechado se transfirid a un tubo Snap estéril y se guardd a
—70 £ 10°C hasta su evaluacién en una fecha posterior. Las muestras de suero fueron evaluadas por la presencia de
anticuerpos contra PCV2 por el personal de BIVI-R&D.

Los cerdos fueron monitoreados una vez por dia entre el dia 20 y el dia 49 por los sintomas clinicos y se registraron
las observaciones clinicas en el registro de observacion clinica.

Para evaluar el exudado nasal de PCV2, los dias 24, 25 y luego cada dia impar de por medio del estudio hasta el dia
49 inclusive, se inserté un hisopo de Dacrén estéril por via intranasal en cualquiera de las fosas nasales izquierda o
derecha de cada cerdo (un hisopo por cerdo) tan asépticamente como fuera posible, se gir6 unos pocos segundos y
luego se retir6. Cada hisopo se coloco luego en un tubo de tapa roscada estéril individual que contiene 1,0 mL de
medio EMEM con IFBS 2%, 500 unidades/mL de penicilina, 500 pyg/mL de estreptomicina y 2,5 pg/mL de Fungizone.
Se parti6 el hisopo del tubo, y el tubo Snap se sellé y se rotulé apropiadamente con el nimero de animal, numero de
estudio, fecha de recoleccion, dia del estudio e “hisopado nasal’. Los tubos Snap sellados se guardaron a -40 +
10°C hasta transportarlos por la noche sobre hielo a BIVI-St. Joseph. Las recolecciones de hisopados nasales
fueron registradas en el formulario de recoleccién de muestras por hisopado nasal. En BIVI-R&D se efectuaron las
pruebas de aislamiento cuantitativo del virus (VI) para PCV2 con las muestras de hisopados nasales. Los resultados
se expresaron en valores de logo. Un valor de 1,3 logs 0 menos era considerado negativo y cualquier valor superior
a 1,3 logs era considerado positivo.

Los cerdos que murieron (N° 28, 52, 56, 69, 82 y 93) en el primer sitio de estudio fueron sometidos a necropsia hasta
el nivel necesario como para determinar el diagnostico. Se registraron las lesiones visibles y no se retuvieron tejidos
de estos cerdos. En el segundo sitio de estudio, se efectué necropsia de los cerdos que murieron antes del dia 49
(N° 45, 23, 58, 35), los cerdos que aparecieron muertos el dia 49 antes de sacrificarlos (N° 2, 43) y los cerdos
sacrificados el dia 49. Se registraron todas las lesiones visibles y también los porcentajes de l6bulos pulmonares con
lesiones en el formulario de informe de necropsia.

De cada uno de los 103 cerdos a los que se les habia efectuado necropsia en el segundo sitio de estudio, se tomo
una muestra de tejido de amigdala, pulmon, corazon, higado, nédulo linfatico mesentérico, rifion y nédulo linfatico
inguinal que se colocé en un envase individual con formalina 10% amortiguada; y otra muestra de tejido de los
mismos 6rganos mencionados se colocé en un Whirl-pak (M-Tech Diagnostics Ltd., Thelwall, Reino Unido) y cada
Whirl-pak se colocé sobre hielo. Cada envase se rotuld apropiadamente. Las recolecciones de muestras se
registraron en el formulario de informe de necropsia. Posteriormente, se enviaron las muestras de tejidos fijados en
formalina y un formulario de solicitud de diagndstico para las pruebas de IHC. Las pruebas de IHC se realizaron de
acuerdo con los procedimientos de laboratorio ISU estandar para recibir muestras, preparar muestras y portaobjetos
y usar las técnicas de coloracion. Los tejidos frescos en los Whirl-pak fueron enviados sobre hielo al Monitor del
estudio para su almacenamiento (-70° + 10 °C) y posible uso futuro. Los tejidos fijados en formalina fueron
examinados por un patdlogo para detectar el PCV2 por IHC y se calificaron de acuerdo con el siguiente sistema de
puntaje: 0 = ninguno; 1 = escasa coloracion positiva, pocos sitios; 2 = coloracion positiva moderada, multiples sitios;
y 3 = coloracién positiva abundante, difusa en todo el tejido. Debido al hecho que el patdlogo no podia diferenciar
positivamente el LN inguinal del LN mesentérico, los resultados para estos tejidos se rotularon simplemente como
nodulo linfatico y el puntaje asignado era el puntaje mas alto de cada uno de los dos tejidos por animal.
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Resultados

Los resultados para este ejemplo se muestran mas adelante. Cabe destacar que un cerdo del grupo 9 muri6é antes
del dia 0 y 5 cerdos mas murieron después de la vacunacion (1 cerdo del grupo 4; 1 cerdo del grupo 6; 2 cerdos del
grupo 8; y 1 cerdo del grupo 9). Los examenes de post-mortem indicaron que los seis animales murieron debido a
infecciones subyacentes que no estaban asociados con la vacunacién o con PMWS. Ademas, no se registraron
efectos adversos o reacciones en el sitio de inyeccion en ninguno de los grupos.

Los resultados de la ganancia de peso diario promedio (ADWG) se muestran a continuacion en la tabla 6.El grupo 9,
el grupo control negativo estricto,tenia la ADWG mas alta [0,48 + 0,08 kg/dia (1,06 + 0,17 Ibs/dia)],seguido del grupo
510,42 + 0,10 kg/dia (0,94 + 0,22 Ibs/dia)], que recibieron una dosis de 8 ug de rORF2.EIl grupo 3, que recibié una
dosis de 4 ug de VORF2,tenia la ADWG mas baja [0,21 £ 0,09 kg/dia (0,49 + 0,21 Ibs/dia)],seguido del grupo 7, [0,22
+ 0,07 kg/dia (0,50 + 0,15 Ibs/dia)], que recibid 2 dosis de vacuna de células muertas.

Tabla 6. Resumen de la ganancia de peso diario promedio (ADWG) de los grupos

Grupo Tratamiento N ADVIVG-Ibs/dl’a (dia 24 gl dia49) o ajuste,xdo para
os cerdos que murieron antes del dia 29
1 vORF2-16 ug (1 dosis) 12 0,39 + 0,13 kg/dia (0,87 £ 0,29 Ibs/dia)
2 vORF2-8 ug (1 dosis) 12 0,32 £ 0,14 kg/dia (0,70 £ 0,32 Ibs/dia)
3 vORF2-4 ug (1 dosis) 12 0,21 £ 0,09 kg/dia (0,49 £ 0,21 Ibs/dia)
4 rORF2-16 pg (1 dosis) 11 0,38 + 0,135 kg/dia (0,84 + 0,30 Ibs/dia)
5 rORF2-8 ug (1 dosis) 12 0,42 £ 0,10 kg/dia (0,94 £ 0,22 Ibs/dia)
6 rORF2-4 ug (1 dosis) 11 0,32 + 0,11 kg/dia (0,72 £ 0,25 Ibs/dia)
7 KV (2 dosis) 12 0,22 + 0,07 kg/dia (0,50 + 0,15 Ibs/dia)
8 Controles de exposicion 10 0,34 £ 0,09 kg/dia (0,76 £ 0,19 Ibs/dia)
9 Control negativo estricto 1 0,48 + 0,08 kg/dia (1,06 + 0,17 Ibs/dia)

VORF2 = ORF2 viral aislado; rORF2 = ORF2 de baculovirus recombinante expresado; virus completos muertos =
virus PCV2 cultivado en un cultivo celular adecuado

Los resultados de la serologia de PCV2 se muestran en la siguiente tabla 7. Los nueve grupos eran seronegativos
para PCV2 el dia -3. El dia 14, los grupos que recibieron vacunas vORF2 tenian los titulos mas altos, que variaban
en un rango entre 187,5 y 529,2. Los cerdos que recibieron la vacuna de virus muerto tenian los siguientes titulos
mas altos, seguido de los grupos que recibieron vacunas rORF2. Los grupos 8 y 9 permanecieron seronegativos en
ese momento. El dia 24 y el dia 31, los cerdos que recibieron vacunas VORF2 continuaron mostrando una fuerte
respuesta serologica, seguido estrechamente por el grupo que recibié dos dosis de vacuna a virus muerto. Los
cerdos que recibieron vacunas rORF2 mostraron una respuesta seroldgica mas lenta y los grupos 8 y 9 continuaron
seronegativos. El dia 49, los cerdos que recibieron la vacuna vORF2, 2 dosis de la vacuna de virus muerto y la
menor dosis de rORF2 mostraron las respuestas seroldgicas mas fuertes. Los cerdos que recibieron 16 ugy 8 ug de
vacunas rORF2 tenian titulos IFA ligeramente mas altos que los controles de prueba. El grupo 9 demostro el dia 49
una fuerte respuesta seroldgica.

Tabla 7. Resumen de los titulos de IFA PCV2 de los grupos
TITULO IFA PROMEDIO

Grupo Tratamiento Dia -3 Dia 14 Dia 24 Dia 31** Dia 49***
1 vORF2-16 ug (1 dosis) 50,0 529,2 4400,0 7866,7 11054,5
2 vORF2-8 ug (1 dosis) 50,0 500,0 3466,7 6800,0 10181,8
3 vORF2-4 ug (1 dosis) 50,0 187,5 1133,3 5733,3 9333,3
4 rORF2-16 pg (1 dosis) 50,0 95,5 1550,0 3090,9 8000,0
5 rORF2-8 ug (1 dosis) 50,0 75,0 887,5 2266,7 7416,7
6 rORF2-4 ug (1 dosis) 50,0 50,0 550,0 3118,2 10570,0
7 KV_ 50,0 204,2 3087,5 4620,8 8680,0

(2 dosis)
8 Controles de prueba 50,0 55,0 50,0 50,0 5433,3
9 Control negativo estricto 50,0 59,1 59,1 54,5 6136,4

VORF2 = ORF2 viral aislado; rORF2 = ORF2 de baculovirus recombinante expresado; virus completos muertos =
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virus de PCV2 cultivados en el cultivo celular adecuado

*A efectos de los célculos, un titulo de IFA =100 se denomind titulo de “50"; un titulo IFA =6400 se denominé titulo
de “12.800".

**Dia de la exposicion
***Dia de la necropsia

Los resultados de las observaciones clinicas después de la exposicion se muestran en la siguiente tabla 8. Este
resumen de los resultados incluye observaciones de conducta anormal, respiracién anormal, tos y diarrea. La tabla 9
incluye los resultados del resumen de la incidencia general de sintomas clinicos de los grupos y la tabla 10 incluye
los resultados del resumen de los indices de mortalidad de post-exposicion de los grupos. El sintoma clinico mas
comun observado en este estudio fue una conducta anormal, que se calificd como letargia leve a severa. Los cerdos
que recibieron las 2 dosis inferiores de VORF2, los cerdos que recibieron 16 pug de rORF2 y los cerdos que
recibieron 2 dosis de vacuna KV tenian indices de incidencia de = 27,3%. Los cerdos que recibieron 8 ug de rORF2
y el grupo control negativo estricto no presentaron una conducta anormal. En este estudio ninguno de los cerdos
mostré una respiracion anormal. La tos era frecuente en los 15 grupos (0 a 25%), asi como la diarrea (0-20%).
Ninguno de los sintomas clinicos observados era patognémico para PMWS.

La incidencia general de sintomas clinicos variaba segun los grupos. Los grupos que recibieron cualquiera de las
vacunas VORF2, el grupo que recibié 16 ug de rORF2, el grupo que recibié 2 dosis de vacuna KV y el grupo de
control de prueba tenian la mayor incidencia de todos los sintomas clinicos (=36,4%). El grupo control negativo
estricto, el grupo que recibié 8 ug de rORF2 y el grupo que recibié 4 pg de rORF2 tenian indices de incidencia
general de sintomas clinicos del 0%, 8,3% y 9,1%, respectivamente.

Los indices de mortalidad generales también variaban segun los grupos. El grupo que recibié 2 dosis de vacuna KV
mostré el mayor indice de mortalidad (16,7%); en tanto los grupos que recibieron 4 pg de vVORF2, 16 ug de rORF2 u
8 ug de rORF2 y el grupo control negativo estricto presentaban todos indices de mortalidad del 0%.

Tabla 8. Resumen de las observaciones de conducta anormal, respiracion anormal, tos y diarrea en los grupos

Grupo Tratamiento N gﬁg?rﬁgﬁ? gﬁg?rﬁgﬁ? Tos® Diarrea*
1 vORF2-16 ug (1 dosis) 12 2/12 (16,7%) 0/12 (0%) 312 (25%) | 2/12 (16/7%)
2 vORF2-8 g (1 dosis) 12 4/12 (33,3%) 0/12 (0%) 112 (8,3%) 1/12 (8,3%)
3 VORF2-4 ug (1 dosis) 12 8/12 (66,7%) 0/12 (0%) 2/12 (16,7%) | 1/12(8,3%)
4 rORF2-16 pg (1 dosis) 11 3/11 (27,3%) 0/11 (0%) 0/11 (0%) 2/11 (18,2%)
5 rORF2-8 ug (1 dosis) 12 0/12 (0%) 0/12 (0%) 1/12 (8,3%) 0/12 (0%)
6 rORF2-4 g (1 dosis) 11 1711 (9,1%) 0/11 (0%) 0/11 (0%) 0/12 (0%)
7 KV (2 dosis) 12 7/12 (58,3) 0/12 (0%) 0/12 (0%) 1/12 (8,3%)
8 Control de prueba 10 1/10 (10%) 0/10 (0%) 2/10 (20%) 2/10 (20%)
9 Control negativo estricto | 11 0/11 (0%) 0/11 (0%) 0/11 (0%) 0/11 (0%)

VORF2 = ORF2 viral aislado; rORF2 = ORF2 de baculovirus recombinante expresado; virus completos muertos =
virus PCV2 cultivado en cultivo celular adecuado

1 Numero total de cerdos en cada grupo que demostré alguna conducta anormal durante al menos un dia

2 Numero total de cerdos en cada grupo que demostré algun tipo de respiracion anormal durante al menos un dia
3 Numero total de cerdos en cada grupo que demostré tos durante al menos un dia
4 Numero total de cerdos en cada grupo que demostré diarrea durante al menos un dia

Tabla 9. Resumen de la incidencia general de sintomas clinicos en los grupos

. Incidencia de cerdos con sintomas indice de

Grupo Tratamiento N Ly - .
clinicos incidencia

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

2 vORF2-8 ug (1 dosis) 12 5 41,7%
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3 vORF2-4 g (1 dosis) 12 8 66,7%
4 rORF2-16 pg (1 dosis) 11 4 36,4%
5 rORF2-8 ug (1 dosis) 12 1 8,3%
6 rORF2-4 ug (1 dosis) 11 1 9,1%
7 KV (2 dosis) 12 7 58,3%
8 Control de prueba 10 4 40%

9 Control negativo estricto 11 0 0%

VORF2 = ORF2 viral aislado; rORF2 = ORF2 de baculovirus recombinante expresado; virus completos muertos =
virus PCV2 cultivado en el cultivo celular adecuado

1 Numero total de cerdos en cada grupo que demostré algun sintoma clinico durante al menos un dia

Tabla 10. Resumen de los indices de mortalidad de los grupos después de la exposicion

Muertos después de la

Grupo Tratamiento N exposicion indice de mortalidad
1 vORF2-16 pg (1 dosis) 12 1 8,3%
2 vORF2-8 ug (1 dosis) 12 1 8,3%
3 vORF2-4 ug (1 dosis) 12 0 0%
4 rORF2-16 pg (1 dosis) 11 0 0%
5 rORF2-8 ug (1 dosis) 12 0 0%
6 rORF2-4 ug (1 dosis) 11 1 9,1%
7 KV (2 dosis) 12 2 16,7%
8 Control de prueba 10 1 10%
9 Control negativo estricto 11 0 0%

VORF2 = ORF2 viral aislado; rORF2 = ORF2 de baculovirus recombinante expresado; virus completos muertos =
virus PCV2 cultivado en el cultivo celular adecuado

Los resultados de exudado nasal de PCV2 se muestran en la siguiente tabla 11. Después de la exposicion el dia 24,
1 cerdo en el grupo 7 comenzo a exudar PCV2 el dia 27. Ninguno de los demas grupos experimenté exudado hasta
el dia 33. La mayor parte de exudados nasales se noté a partir del dia 35 y hasta el dia 45. Los grupos que
recibieron cualquiera de las tres vacunas VORF2 y los grupos que recibieron ya sea 4 U 8 yg de rORF2 tenian la
menor incidencia de exudado nasal de PCV2 (= 9,1%). El grupo control de prueba (grupo 8) tenia el mayor indice de
exudado (80%), seguido por el grupo control negativo estricto (grupo 9), que tenia un indice de incidencia del 63,6%.

Tabla 11. Resumen de incidencia de exudado nasal de PCV2 en los grupos

Grupo Tratamiento N N°de cerdorsn(;cr)]r;:ﬁd;c;o durante al indice de incidencia
1 vORF2-16 pg (1 dosis) 12 1 8,3%
2 vORF2-8 ug (1 dosis) 12 1 8,3%
3 vORF2-4 ug (1 dosis) 12 1 8,3%
4 rORF2-16 pg (1 dosis) 11 2 18,2%
5 rORF2-8 ug (1 dosis) 12 1 8,3%
6 rORF2-4 ug (1 dosis) 11 1 9,1%
7 KV (2 dosis) 12 5 41,7%
8 Control de prueba 10 8 80%
9 Control negativo estricto 11 7 63,6%

VORF2 = ORF2 viral aislado; rORF2 = ORF2 de baculovirus recombinante expresado; virus completos muertos =
virus PCV2 cultivado en el cultivo celular adecuado

Los resumenes de incidencia de ictericia en los grupos, incidencia de Ulceras gastricas en los grupos, puntajes
promedio de lesiones pulmonares en los grupos e incidencia de lesiones pulmonares en los grupos se muestran a
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continuacion en la tabla 12. Seis cerdos murieron en el primer sitio de prueba durante la fase de post-vacunacion del
estudio (grupo 4, N=1; grupo 6, N=1; grupo 8, N=2; grupo 9, N=2). Cuatro de seis cerdos presentaron lesiones
fibrosas en una o mas cavidades del cuerpo, un cerdo (grupo 6) mostré lesiones coherentes con la enfermedad por
clostridia y un cerdo (grupo 9) no presentaba lesiones visibles. Ninguno de los cerdos que murié durante la fase de
post-vacunacion del estudio tenia lesiones coherentes con PMWS.

Los cerdos que murieron después de la exposicion y los cerdos sacrificados el dia 49 fueron sometidos a necropsia.
En la necropsia no se observé ictericia ni Ulceras gastricas en ninguno de los grupos.Con respecto al % promedio de
lesiones pulmonares,el grupo 9 tenia el menor % promedio de lesiones pulmonares (0%),seguido del grupo 1 con
0,40 + 0,50% y el grupo 5 con 0,68 + 1,15%. Los grupos 2, 3, 7 y 8 tenian el mayor % promedio de lesiones
pulmonares (= 7,27%). Cada uno de estos cuatro grupos comprendia un cerdo con un % lesiones pulmonares
=71,5%, que sesgo los resultados mas altos para estos cuatro grupos. Con excepcion del grupo 9 con 0% de
lesiones pulmonares,los 8 grupos restantes tenian un = 36% de lesiones pulmonares. Casi todas las lesiones
pulmonares observadas se describieron como rojas/purpuras y consolidadas.

Tabla 12. Resumen de incidencia de Ictericia en los grupos, incidencia de Ulceras gastricas en los grupos, %
promedio de puntajes de lesiones pulmonares en los grupos e incidencia de lesiones pulmonares observadas de los
grupos

Ulceras % promedio de Incidencia de lesiones
Grupo Tratamiento Ictericia o lesiones
gastricas pulmonares pulmonares observadas
1 VORF2-16 pg (1 dosis) | 0/12 (0%) 0/12 (0%) 0,40 £ 0,50% 10/12 (83%)
2 vORF2-8 ug (1 dosis) 0/12 (0%) 0/12 (0%) 7,41 £ 20,2% 10/12 (83%)
3 vORF2-4 ug (1 dosis) 0/12 (0%) 0/12 (0%) 9,20 £ 20,9% 10/12 (83%)
r - ug osis 0 0 o144 0 ()
4 ORF2-16 1 dosi 0/11 (0% 0/11 (0% 1,5 +4,74% 4/11 (36%
5 rORF2-8 ug (1 dosis) 0/12 (0%) 0/12 (0%) 0,68 £ 1,15% 9/12 (75%)
r -4 ug osIs 0 0 s +0, 0 ()
6 ORF2-4 1 dosi 0/11 (0% 0/11 (0% 2,95+ 5,12% 7/11 (64%
osis 0 0 s + 9% ()
7 KV (2 dosi 0/12 (0% 0/12 (0% 7,27 £ 22,9% 9/12 (75%
ontrol de prueba o o ,88 +29,2% (
8 C Id b 0/10 (0% 0/10 (0% 9,88 + 29,2% 8/10 (80%
9 Contgz'trri‘;%a”"o 011 (0%) | 011 (0%) 0/11 (0%) 0/11 (0%)

VORF2 = ORF2 viral aislado; rORF2 = ORF2 de baculovirus recombinante expresado; KV o virus completos muertos
= virus PCV2 cultivado en el cultivo celular adecuado

El resumen de los resultados de incidencia positiva de IHC en los grupos se muestra en la tabla 13. El grupo 1
(vORF2-16 ug) y el grupo 5 (rORF2-8 ug) tenian el menor indice de resultados IHC positivos (16,7%). El grupo 8
(Control de prueba) y el grupo 9 (control negativo estricto) tenian el mayor indice de resultados IHC positivos, del
90% y 90,9%, respectivamente.

Tabla 13. Resumen de la indice de incidencia de IHC Positivo en los grupos

Grupo Tratamiento N N° de cerdos conpglr;nsgc\zun tejido positivo indice de incidencia
1 vORF2-16 pg (1 dosis) 12 2 16,7%
2 vORF2-8 ug (1 dosis) 12 3 25,0%
3 vORF2-4 ug (1 dosis) 12 8 66,7%
4 rORF2-16 pg (1 dosis) 11 4 36,3%
5 rORF2-8 ug (1 dosis) 12 2 16,7%
6 rORF2-4 ug (1 dosis) 11 4 36,4%
7 KV (2 dosis) 12 5 41,7%
8 Control de prueba 10 9 90,0%
9 Control negativo estricto 11 10 90,9%

VORF2 = ORF2 viral aislado; rORF2 = ORF2 de baculovirus recombinante expresado; KV o virus completos muertos
= virus PCV2 cultivado en el cultivo celular adecuado

Después de la exposicion, el grupo 5, que recibié una dosis de 8 ug de antigeno rORF2, super6 a los otros 6 grupos
de vacunas. El grupo 5 tenia la mayor ADWG (0,94 £ 0,22 Ibs/dia),la menor incidencia de conducta anormal (0%),la
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segunda menor incidencia de tos (8,3%), la menor incidencia de sintomas clinicos generales (8,3%), el menor indice
de mortalidad (0%),el menor indice de exudado nasal de PCV2 (8,3%),el segundo menor indice de % promedio de
lesiones pulmonares (0,68 + 1,15%) y el menor indice de incidencia de tejidos positivos (16,7%). Los grupos que
recibieron diversos niveles de antigeno rORF2 en general superaron a los grupos que recibieron diversos niveles de
vORF2 y el grupo que recibié 2 dosis de vacuna de células enteras muertas PCV2 tuvieron los peores resultados.
Las tablas 14 y 15 contienen resimenes de los datos para los grupos después de la exposicion.

Tabla 14. Resumen de los datos de post-exposicion de los grupos: Parte 1

Grupo N Tratamiento ADWG (Ibs/dia) (;%Zdr?n(;[? Tos |n§iﬁ1?gggsg§?rigsde

12 vORF2-16 ug (1 dosis) 0,87 £ 0,29 2/12 (16,7%) 3/12 (25%) 41,7%

2 12 vORF2-8 g (1 dosis) 0,70+ 0,32 4/12 (33,3% 112 (8,3% 41,7%

3 | 12 | VORF2-4ug(1dosis) | 049021 8/12 (66,7%) (12(;,172% 66,7%

4 11 rORF2-16 pg (1 dosis) 0,84 + 0,30 3/11 (27,3%) 0/11 (0%) 36,4%

5 12 rORF2-8 ug (1 dosis) 0,94 + 0,22 0/12 (0%) 1/12 (8,3%) 8,3%

6 11 rORF2-4 ug (1 dosis) 0,72+0,25 111 (9,1%) 0/11 (0%) 9,1%

7 12 KV (2 dosis) 0,50+ 0,15 7/12 (58,3) 0/12 (0%) 58,3%

8 10 Control de prueba 0,76 £ 0,19 1/10 (10%) 2/10 (20%) 40%

9 11 Control negativo estricto 1,06 £ 0,17 0/11 (0%) 0/11 (0%) 0%

VORF2 = ORF2 viral aislado; rORF2 = ORF2 de baculovirus recombinante expresado; KV o virus completos muertos
= virus PCV2 cultivado en el cultivo celular adecuado

Tabla 15. Resumen de los datos de post-exposicion de los grupos: Parte 2

] indice de incidencia
. Indice de Exudado % promedio de | de al menos un tejido
Grupo N Tratamiento
mortalidad nasal lesiones pulm. IHC positivo para

PCV2
1 12 | vORF2-16 ug (1 dosis) 8,3% 8,3% 0,40 £ 0,50% 16,7%
2 12 vORF2-8 ug (1 dosis) 8,3% 8,3% 7,41 £ 20,2% 25,0%
3 12 vORF2-4 ug (1 dosis) 0% 8,3% 9,20 + 20,9% 66,7%
4 11 rORF2-16 pg (1 dosis) 0% 18,2% 1,50 + 4,74% 36,3%
5 12 rORF2-8 ug (1 dosis) 0% 8,3% 0,68 £ 1,15% 16,7%
6 11 rORF2-4 ug (1 dosis) 9,1% 9,1% 2,95+ 5,12% 36,4%
7 12 KV (2 dosis) 16,7% 41,7% 7,27 £ 22,9% 41,7%
8 10 Control de prueba 10% 80% 9,88 + 29,2% 90,0%
9 11 | Control negativo estricto 0% 63,6% 0/11 (0%) 90,9%

VORF2 = ORF2 viral aislado; rORF2 = ORF2 de baculovirus recombinante expresado; KV o virus completos muertos
= virus PCV2 cultivado en el cultivo celular adecuado

Los resultados de este estudio indican que todos los enfoques de vacuna deberian centrarse en una vacuna rORF2.
En general, el exudado nasal de PCV2 se detectd después de la exposicion y la vacunacion con una vacuna de
PCV2 dio como resultado una reduccion del exudado. La inmunohistoquimica de tejidos linfoides selectos también
sirvid como un buen parametro para la eficacia de la vacuna, en tanto no se detectaron grandes diferencias en
ADWG, sintomas clinicos y lesiones visibles entre los grupos. Este estudio era complicado por el hecho que en
algun punto se introdujo un PCV2 extrafio durante el estudio, como lo demuestra el exudado nasal de PCV2, la
seroconversion de PCV2 y los tejidos IHC positivos en el grupo 9, el grupo control negativo estricto.

Discusion

En este estudio se evaluaron siete vacunas de PCV2, que incluyeron tres diferentes niveles de dosis de antigeno
vORF2 administrado una vez el dia 0, tres diferentes niveles de dosis de antigeno rORF2 administrado una vez el
dia 0 y un nivel de dosis de vacuna de células enteras muertas de PCV2 administrado el dia 0 y el dia 14. En
general, el grupo 5, que recibié 1 dosis de vacuna que contenia 8 pug de antigeno rORF2, presentaba los mejores
resultados. El grupo 5 tenia la mayor ADWG, la menor incidencia de conducta anormal, la menor incidencia de
respiracion anormal, la segunda menor incidencia de tos, la menor incidencia de sintomas clinicos generales, el
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menor indice de mortalidad, el menor indice de exudado nasal de PCV2, el segundo menor indice del % promedio
de lesiones pulmonares y el menor indice de incidencia para tejidos IHC positivos.

Curiosamente, el grupo 4, que recibié una dosis mas alta de antigeno rORF2 que el grupo 5, no se comporto tan
bien o mejor que el grupo 5. El grupo 4 tenia una ADWG ligeramente menor, una mayor incidencia de conducta
anormal, una mayor incidencia de sintomas clinicos generales, un mayor indice de exudado nasal de PCV2, un
mayor % promedio de lesiones pulmonares y un mayor indice para tejidos IHC positivos que el grupo 5. Los analisis
estadisticos, que podrian haber indicado que las diferencias entre estos dos grupos no eran estadisticamente
significativas, no se efectuaron con estos datos, pero se observé una tendencia que el grupo 4 no presentaba el
mismo comportamiento que el grupo 5.

Después de la vacunacion, 6 cerdos murieron en el primer sitio de estudio. Cuatro de los seis cerdos eran del grupo
8 o grupo 9, que no recibieron vacuna. Ninguno de los seis cerdos mostraron lesiones coherentes con PMWS, no se
informaron efectos adversos y en general, las siete vacunas parecen seguras cuando son administradas a cerdos de
11 dias de vida aproximadamente. Durante la fase de post-vacunacion del estudio, los cerdos que recibieron ya sea
tres niveles de dosis de vacuna VORF2 o una vacuna a células enteras muertas presentaban los niveles mas altos
de IFAT, en tanto el grupo 5 presentaba los menores niveles de IFAT justo antes de la exposicién, entre los grupos
de vacunas.

Aunqgue no se ha demostrado formalmente, se cree que la ruta de transmisién predominante de PCV2 a los cerdos
jovenes poco después del destete es por contacto oronasal directo y entonces una vacuna eficaz que permita
reducir el exudado nasal de PCV2 en un establecimiento de produccion ayudaria a controlar la dispersion de la
infeccion. Los grupos que recibieron uno de los tres niveles de antigeno VORF2 y el grupo que recibio 8 pg de
rORF2 tenian el menor indice de incidencia de exudado nasal de PCV2 (8,3%). Como era de esperar, el grupo
control de prueba tenia el mayor indice de incidencia de exudado nasal (80%).

Las lesiones visibles en cerdos con PMWS secundaria a una infecciéon por PCV2 consisten tipicamente de una
linfoadenopatia generalizada en combinaciéon con uno o mas de lo siguiente: (1) pneumonia intersticial con edema
interlobular, (2) palidez cutanea o ictericia, (3) higados atréficos moteados, (4) Ulceras gastricas y (5) nefritis. En el
momento de la necropsia, no se observo ictericia, hepatitis, nefritis ni Ulceras gastricas en ninguno de los grupos y
no se examind especificamente la linfoadenopatia. El % promedio de puntajes de lesiones pulmonares varié segin
los grupos. El grupo que recibié 16 pg de antigeno vORF2 tenia el menor % promedio de puntaje de lesién pulmonar
(0,40 £ 0,50%), seguido por el grupo que recibié 8 ug de rORF2 (0,68 £ 1,15%). Como era de esperar, el grupo
control de prueba tenia el mayor % promedio de puntaje de lesion pulmonar (9,88 + 29,2%). En los cuatro grupos, el
% promedio de puntajes de lesiones pulmonares era elevado debido a que un cerdo en cada uno de estos grupos
tenia puntajes muy altos de puntaje de lesion pulmonar. La mayoria de las lesiones pulmonares fueron descritas
como rojas/purpuras y consolidadas. Tipicamente, las lesiones pulmonares asociados con PMWS se describen
como de un color tostado y no colapsable con edema interlobular. Las lesiones pulmonares observadas en este
estudio no estaban asociadas con la infeccion por PCV2 o se debian a la presencia de un segundo agente
infeccioso de pulmodn. En el contexto de este estudio, el % de puntajes de lesiones pulmonares probablemente no
reflejan una medida verdadera de la cantidad de infeccion de pulmén debido a PCV2.

Otros investigadores han demostrado una correlacion directa entre la presencia de antigeno de PCV2 por IHC e
histopatologia. En este estudio no se empled histopatologia en tejidos selectos. El grupo 1 (16 ug de vORF2) y el
grupo 5 (8 ug de rORF2) tenian el menor indice de incidencia de cerdos positivos para el antigeno de PCV2 (8,3%),
en tanto el grupo 9 (el grupo control negativo estricto: 90,9%) y el grupo 8 (el grupo control de prueba: 90,0%) tenia
el mayor indice de incidencia de cerdos positivos para el antigeno de PCV2. Debido a la naturaleza no subjetiva de
esta prueba, los resultados de IHC probablemente sean los mejores parametros para juzgar la eficacia de la vacuna.

Por lo tanto, se determind la dosificacion protectora minima (MPD) de una dosis de 1 ml/1 de producto recombinante
con el antigeno ORF2 de PCV2 extraido (rORF2) en el modelo de cerdo CDCD frente a una exposicién a PCV2.
Entre los tres grupos que recibieron niveles variables de antigeno rORF2, el grupo 5 (8 ug de antigeno rORF2) tenia
claramente el nivel de proteccion mas alto. El grupo 5 presentaba los mejores resultados o comparables a los
resultados mas favorable con respecto a todos los parametros examinados. Cuando se comparaba el grupo 5 con
los otros seis grupos de vacuna después de la exposicion, el grupo 5 presentaba la mayor ADWG (0,94 + 0,22
Ibs/dia), la menor incidencia de conducta anormal (0%), la segunda menor incidencia de tos (8,3%), la menor
incidencia de sintomas clinicos generales (8,3%), el menor indice de mortalidad (0%), el menor indice de exudado
nasal de PCV2 (8,3%), el segundo menor indice de % promedio de lesiones pulmonares (0,68 + 1,15%) y el menor
indice de incidencia para tejidos IHC positivos (16,7%).

Se determin6 la MPD de una dosis de 1 ml/1 de un producto convencional que es el antigeno ORF2 de PCV2
(vORF2) parcialmente purificado en el modelo de cerdo CDCD frente a la exposicion a PCV2. De los tres grupos que
recibieron niveles variables de antigeno VORF2, el grupo 1 (16 ug de vORF2) presentaba el mayor nivel de
proteccion. El grupo 1 fue mejor que los grupos 2 y 3 con respecto a la ADWG, el % promedio de lesiones
pulmonares e IHC. Los grupos 1y 2 (8 ug de antigeno vVORF2) se comportaron igual con respecto a la incidencia
general de los sintomas clinicos, el grupo 3 (4 ug de antigeno vVORF2) presentaba el menor indice de mortalidad y
los tres grupos se comportaron igual con respecto al exudado nasal. En general, las vacunas vVORF no se
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desempefiaron como las vacunas rORF.

Se determind la eficacia de una dosis maxima de una dosis 2 ml/2 de una vacuna de PCV2 de células muertas
convencional en el modelo de cerdo CDCD frente a la exposicion a PCV2. Entre las siete vacunas evaluadas en este
estudio, la vacuna de células enteras muertas de PCV2 tuvo el peor desempefio. Los lechones que recibieron dos
dosis de vacuna de células enteras muertas de PCV2 presentaron la menor ADWG, el segundo mayor indice de
conducta anormal (58,3%), la segunda mayor incidencia general de sintomas clinicos (58,3%), el mayor indice de
mortalidad (16,7%), la segunda mayor incidencia de exudado nasal (41,7%), el mayor % promedio de lesiones
pulmonares (9,88 + 29,2%), una gran incidencia de lesiones pulmonares observadas (75%) y un moderado indice de
incidencia por IHC en tejidos (41,7%). Sin embargo, aun era eficaz para generar una respuesta inmune.

Se evalud el exudado nasal de PCV2 como un parametro de eficacia y se reconfirmaron los parametros de eficacia
de PCV2 anteriores obtenidos de estudios previos. Los resultados de este estudio indican que el exudado nasal de
PCV2 tiene lugar después de una exposicion intranasal y que las vacunas de PCV2 reducen el exudado nasal de
PCV2 después de la exposicion. Aun mas, los resultados de este estudio y los informes en la literatura indican que
también se debe continuar con la evaluacion por IHC en futuros estudios de vacunas de PCV2.

Algunas conclusiones adicionales que surgen a partir de este estudio son que la linfoadenopatia es uno de los
elementos distintivos de PMWS. Otro de los elementos distintivos de PMWS es la deplecion linfoide y los
multinucleados/histiocitos gigantes. Ademas, no se observaron efectos adversos o reacciones en el sitio de la
inyeccion para ninguna de las 7 vacunas de PCV2 y las 7 vacunas de PCV2 parecen seguras cuando son
administradas a cerdos jovenes.

Ejemplo 5

En este ejemplo se evalla la eficacia de ocho candidatos de vacunas PCV2 y se reconfirman los parametros de
exposicion a PCV2 de estudios de exposicion previos después de la exposicion a una cepa virulenta de PCV2. Se
utilizaron ciento cincuenta (150) lechones nacidos por cesarea, privados de calostro (CDCD), de 6-16 dias de vida,
se bloquearon por peso y se dividieron aleatoriamente en 10 grupos de igual tamafo. En la tabla 16 se muestra el
disefio general del estudio de este ejemplo.

Tabla 16. Disefio general del estudio

NO Dia de KLH/ICFA el Exposicion a PRRSV Necropsia el
Grupo cerdos Tratamiento tratam dia22yel PCV2 virulento | MLV el diap50
) dia 28 el dia 25 dia 46
Vacuna PVC2 1 16 ug
T | | derorF2ims 1314 | OV 14 ¥ ¥ ¥ ¥
Vacuna PVC2 2 16 ug
2 15 de VORF2-Carbopol Oy14 * * * *
Vacuna PCV2 3 16 ug
3 15 de rORF2-Carbopol Oy14 * * * *
Vacuna PCV2 2 16 ug
4 15 de VORF2-Carbopol 0 * * * *
Vacuna PVC2 3 4 ug de
5 15 rORF2-Carbopol 0&14 * * * *
Vacuna PVC2 3 1 ug de
6 15 rORF2-Carbopol 0&14 * * * *
Vacuna PVC2 3 0,25 ug
/ 15 de rORF2-Carbopol 0&14 * * * *
Vacuna PVC2 4 > 8,0
8 15 log KV-Carbopol 0&14 * * * *
9 15 Control de prueba N/D + + + +
10 15 Grupo contro! negativo N/D + ) + +
no estricto

VORF2 = ORF2 viral aislado; rORF2 = ORF2 de baculovirus recombinante expresado; KV o virus completos muertos
= virus de PCV2 cultivado en el cultivo celular adecuado

La formulacion de vacuna administrada a cada grupo fue como sigue. La vacuna PCV2 N° 1, administrada a una
dosis de 1 x 2 ml al grupo 1, era una dosis alta (dosis de 16 ug/2 ml) de antigeno ORF2 recombinante inactivado con
adyuvante de IMS 1314 (16 ug de rORF2-IMS 1314). La vacuna PCV2 N° 2, administrada a una dosis de 1 x 2 ml al
grupo 2, era una dosis alta (dosis de 16 ug/2 ml) de un antigeno de ORF2 PCV2 generado por VIDO R-1
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parcialmente purificado con adyuvante de Carbopol (16 ug de VORF2-Carbopol). La vacuna PCV2 N° 3,
administrada a una dosis de 1 x 2 ml al grupo 3, era una dosis alta (dosis de 16 ug/2 ml) de antigeno de ORF2
recombinante inactivado con adyuvante de Carbopol (16 ug de rORF2-Carbopol). La vacuna PCV2 N° 4,
administrada a una dosis de 1 x 1 ml al grupo 4, era una dosis alta (dosis de 16 ug /1 ml) de un antigeno de ORF2
PCV2 generado por VIDO R-1 parcialmente purificado con adyuvante de Carbopol (16 ug vVORF2-Carbopol). La
vacuna N° 5, administrada a una dosis de 1 x 2 ml al grupo 5, era una dosis de 4 ug/2 ml de un antigeno de ORF2
recombinante inactivado con adyuvante de Carbopol (4 ug de rORF2-Carbopol). La vacuna PCV2 N° 6, administrada
a una dosis de 1 x 2 ml al grupo 6, era una dosis de 1 ug/2 ml de un antigeno de ORF2 recombinante inactivado con
adyuvante de Carbopol (1 ug de rORF2-Carbopol). La vacuna PCV2 N° 7, administrada a una dosis de 1 x 2 ml al
grupo 7, era una dosis baja (dosis de 0,25 ug/2 ml) de antigeno ORF2 recombinante inactivado con adyuvante de
Carbopol (0,25 ug de rORF2-Carbopol). La vacuna PCV2 N° 8, administrada a una dosis de 1 x 2 ml al grupo 8, era
una dosis alta (titulo de pre-inactivacion > 8,0 log/2 ml dosis) de un antigeno Struve PCV2 generado por VIDO R-1
inactivado convencional muerto con adyuvante de Carbopol (>8,0 log KV-Carbopol). El dia 0, los grupos 1-8 fueron
tratados con las vacunas asignadas. Los grupos 1-3 y 5-8 recibieron refuerzos de sus respectivas vacunas
nuevamente el dia 14. La eficacia de una sola dosis de 16 ug de vVORF2-Carbopol fue evaluada con el grupo 4 que
no recibié refuerzo el dia 14. Los lechones fueron monitoreados por efectos adversos y reacciones en el sitio de
inyeccion después de ambas vacunaciones. El dia 21 los lechones fueron movidos al segundo sitio de estudio donde
los grupos 1-9 fueron albergados en una instalacion y el grupo 10 fue albergado en una instalaciéon separada. Todos
los cerdos recibieron hemocianina de lapa emulsionada con adyuvante incompleto de Freund (KLH/ICFA) los dias
22 y 28. El dia 25, los grupos 1-9 fueron expuestos a aproximadamente 4 logs de virus PCV2 virulento. Para el dia
46, se habian producido muy pocas muertes en el grupo control de prueba. En un intento por inmunoestimular a los
cerdos e incrementar la virulencia del material de exposicion de prueba PCV2, todos los grupos fueron tratados con
INGELVAC® PRRSV MLV (vacuna reproductora y respiratoria porcina, virus vivo modificado) el dia 46.

Antes y después de la exposicion se recolectaron muestras de sangre para la serologia de PCV2. Después de la
exposicion, se registraron los datos del peso corporal para determinar la ganancia de peso diario promedio (ADWG)
y las observaciones de los signos clinicos. El dia 50, todos los cerdos que sobrevivieron fueron sacrificados, se
registraron las lesiones visibles, se calificé la patologia de los pulmones y algunos tejidos selectos fueron
conservados en formalina para su examen mediante inmunohistoquimica (IHC) con el fin de detectar el antigeno
PCV2 en un momento posterior.

Materiales y métodos

Este era un estudio de viabilidad frente a la exposicidon a una vacunacion parcialmente ciego realizado con cerdos
CDCD, de 6 a 16 dias de vida el dia 0. Para su inclusion en el estudio, los titulos IFA PCV2 de las cerdas eran de =
1:1000. Ademas, el estado seroldgico de las cerdas era de una piara conocida PRRS-negativa. Se evaluaron
dieciséis (16) cerdas por el estado seroldgico de PCV2 y las dieciséis (16) tenian un titulo de PCV2 de = 1000 y
fueron transferidas al primer sitio de estudio. Se emplearon ciento cincuenta (150) lechones nacidos por cirugia
cesarea y estaban disponibles para este estudio el dia -3. El dia -3, se pesaron los 150 cerdos CDCD en el primer
sitio de estudio, se identificaron con rétulos de oreja, fueron bloqueados por peso y asignados aleatoriamente a 1 de
10 grupos, como se describid previamente en la tabla 16. Se recolectaron muestras de sangre de todos los cerdos.
Si alguno de los animales de prueba que habia cumplido con los criterios de inclusion era enrolado en el estudio y
posteriormente excluido del mismo por cualquier motivo, se notificaba al Investigador y Monitor con el fin de
determinar el uso de los datos recolectados del animal en el andlisis final. Se registro la fecha en que los lechones
enrolados eran excluidos y la razén de dicha exclusion. No se excluyd ninguna de las cerdas que cumplian con los
criterios de inclusion, seleccionadas para el estudio y transportadas al primer sitio de estudio. No se excluyeron
lechones del estudio y no se retiraron animales de prueba del estudio antes de terminar el mismo. En la Tabla 17 se
describen los tiempos para las actividades mas importantes de este ejemplo.

Tabla 17. Actividades del estudio

Dia del estudio Fechas reales Actividad del estudio
Peso de los cerdos; examen salud; asignacion aleatoria en grupos;
-3 4/4/03 -
recoleccién de muestras de sangre
4/4/03; 7/4/03 al Observacion del estado de salud general y de efectos adversos de post-
-3, 0-21 Iy
27/5/03 vacunacion
0 7/4/03 Administracién de respectivos IVP a los grupos 1-8
0-7 7/4/03 al 14/4/03 Observacion de los cerdos por reacciones en el sitio de inyeccion
Grupos 1-3, 5-8 reforzados con los respectivos IVP; muestreo de sangre de
14 21/4/03
todos los cerdos

14-21 21/4/03 al 28/4/03 Observacion de los cerdos por reacciones a la inyeccion
19-21 26/4/03 al 28/4/03 Tratamiento de todos los cerdos con antibidticos

21 28/04/03 Cerdos transportados de Struve Labs, Inc. a Veterinary Resources,
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Inc.(VRI)
22-50 28/4/03 al 27/5/03 Observacion de los cerdos por signos clinicos después de la exposicion
22 4-29-03 Tratamiento de los grupos 1-10 con KLH/ICFA
Recoleccion de muestras de sangre de todos los cerdos; peso de todos los
25 2/5/03 cerdos; exposicion de los grupos 1-9 con material de exposicion de prueba
PCV2
28 5/5/03 Tratamiento de los grupos 1-10 con KLH/ICFA
32 9/5/03 Recoleccion de muestras de sangre de todos los cerdos
46 23/5/03 Administracion de INGELVAC® PRRS MLV a todos los grupos
Recoleccion de muestras de sangre, peso y necropsia de todos los cerdos;
registro de lesiones visibles; evaluacion de pulmones por lesiones; reserva
50 27/5/03 - - o ;
de muestras de tejidos frescos y fijados en formalina; se completo la fase
en-vida del estudio

Una vez completada la fase en-vida del estudio, se examinaron los tejidos fijados en formalina mediante
inmunohistoquimica (IHC) para que el patélogo pudiera detectar el antigeno PCV2, se evaluaron las muestras de
sangre por la serologia de PCV2 y se determiné la ganancia de peso diario promedio (ADWG) entre el dia 25 y el
dia 50.

Los animales fueron albergados en el primer sitio de estudio en jaulas individuales en siete habitaciones desde el
nacimiento y hasta los 11 dias de vida aproximadamente (dia O del estudio aproximadamente). Cada habitacion era
idéntica en cuanto a disposicion y consistia de jaulas de acero inoxidable individuales apiladas con suministro de
aire caliente y filtrado por separado para cada unidad de aislamiento. Cada habituacion tenia calefaccion y
ventilacion separadas, impidiendo de esa manera la contaminacién cruzada de aire entre las habitaciones. Los
animales fueron albergados en dos instalaciones diferentes en el segundo sitio de estudio. EI grupo 10 (el grupo
control negativo estricto) fue albergado por separado en un en un galpén de cria convertido y los grupos 1-9 fueron
albergados en un galpon paritorio convertido. Cada grupo fue albergado en un corral separado (14-15 cerdos por
corral) y cada corral proporcionaba aproximadamente 2,3 pies cuadrados por cerdo. Los grupos 2, 4 y 8 se ubicaron
en tres corrales adyacentes a un lado del pasillo y los grupos 1, 3, 5, 6, 7 y 9 se ubicaron en seis corrales
adyacentes en el otro lado del pasillo. La separacion de los grupos se debi6é a la preocupacion del Monitor del
estudio que las vacunas administradas a los grupos 2, 4 y 8 no estuvieran completamente inactivadas. Cada corral
se encontraba sobre un suelo elevado con pisos de listones de plastico. Un pozo debajo de los corrales servia como
tanque de retencidon para excrementos y desechos. Cada instalacion tenia sus propios sistemas de calefaccion y
ventilacion, con poca probabilidad de contaminacién cruzada de aire entre las instalaciones.

En el primer sitio de estudio, los lechones recibieron una racién de leche especialmente formulada desde el
nacimiento y hasta aproximadamente las 3 semanas de vida. Todos los lechones consumian una racién sdlida,
mixta especial al dia 21 (4 2 semanas de vida aproximadamente). En el segundo sitio de estudio, todos los lechones
recibieron una racion de una mezcla comercial especial sin medicacion apropiada para su edad y peso, ad libitum.
También disponian de agua ad libitum en ambos sitios de estudio.

Todos los cerdos de prueba fueron tratados con 1,0 mL de NAXCEL®, IM, en flancos alternantes los dias 19, 20 y
21. Ademas, el cerdo N° 11 (grupo 1) fue tratado con 0,5 mL de NAXCEL® IM el dia 10, el cerdo N° 13 (grupo 10)
fue tratado con 1 mL de penicilinay 1 mL de PREDEF® 2X el dia 10, el cerdo N° 4 (grupo 9) fue tratado con 1,0 mL
de NAXCEL® IM el dia 11 y los cerdos 1 (grupo 1), 4 y 11 recibieron cada uno tratamiento con 1,0 mL de NAXCEL®
el dia 14 por diversas razones de salud.

Mientras permanecian en ambos sitios de estudio, los cerdos se encontraban bajo control veterinario. Los examenes
de salud de los animales se realizaron el dia -3 y se registraron en el formulario de registro del examen de salud.
Todos los animales se encontraban en un buen estado de salud y nutricion antes de recibir las vacunas segun las
observaciones efectuadas el dia 0. Todos los animales de prueba se encontraban en un buen estado de salud y
nutricional antes de la exposicion. Las carcasas y los tejidos fueron eliminados por cremacion. La disposicion final de
los animales de estudio fue registrada en el registro de baja de animales.

Los dias 0 y 14, cerdos asignados a los grupos 1-3 y 5-8 recibieron 2,0 mL de las vacunas PCV2 1-4 asignadas,
respectivamente, IM en la region derecha e izquierda del cuello, respectivamente, usando una jeringa tipo Luer
estéril de 3,0 mL y una aguja 20g x V%" estéril. Los cerdos asignados al grupo 4 recibieron 1,0 mL de la vacuna PCV2
N° 2, IM en la region derecha del cuello usando una jeringa tipo Luer estéril de 3,0 mL y una aguja 20g x 2" estéril el
dia 0 solamente.

El dia 22 todos los cerdos de prueba recibieron 2,0 mL de KLH/ICFA IM en la regién izquierda del cuello usando una
jeringa tipo Luer estéril de 3,0 mL y una aguja 20g x1” estéril. El dia 28 todos los cerdos de prueba recibieron 2,0 mL
de KLH/ICFA en la region del flanco derecho usando una jeringa tipo Luer estéril de 3,0 mL y una aguja 20g x 1”
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estéril.

El dia 25, los cerdos asignados a los grupos 1-9 recibieron 1,0 mL de material de exposicion de prueba PCV2
ISUVDL (3,98 log1p TCID50/mL) por via IM en la region derecha del cuello usando una jeringa tipo Luer estéril de 3,0
mL y una aguja 20g x 1” estéril. Se administré 1,0 mL adicional del mismo material IN a cada cerdo (0,5 mL por la
fosa nasal) usando una jeringa tipo Luer estéril de 3,0 mL y una canula nasal.

El dia 46, todos los cerdos de prueba recibieron 2,0 mL de INGELVAC® PRRS MLV, IM, en la region derecha del
cuello usando una jeringa estéril Luer de 3,0 mL y una aguja 20g x 1” estéril. El PRRSV MLV se administré para
aumentar la virulencia del material de exposicion de prueba de PCV2.

Los cerdos de prueba fueron observados todos los dias por su estado de salud general y los efectos adversos el dia
-3 y desde el dia 0 hasta el dia 21. Cada uno de los cerdos fue calificado por su conducta normal o anormal,
respiracion o tos. Las observaciones fueron registradas en el registro de observacion clinica. Todos los cerdos de
prueba fueron monitoreados entre el dia 0 y el dia 7, y el grupo 7 fue monitoreado ademas entre los dias 14 y 21,
por las reacciones en el sitio de inyeccion. La ganancia de peso diario promedio se determind pesando cada cerdo
sobre una balanza calibrada los dias -3, 25 y 50, o el dia que el cerdo aparecia muerto después de la exposicion.
Los pesos corporales fueron registrados en el formulario de peso corporal. Los pesos corporales del dia -3 se
utilizaron para bloquear los cerdos antes de la asignacion aleatoria. El dia 25 y el dia 50 se utilizaron los datos de los
pesos para determinar la ganancia de peso diario promedio (ADWG) para cada cerdo para los tiempos definidos. En
el caso de los cerdos que murieron después de la exposicion y antes del dia 50, se ajusté la ADWG para que
representara la ADWG desde el dia 25 hasta el dia de muerte.

Con el fin de determinar la serologia de PCV2, se recolecté sangre venosa completa del seno venoso orbital de cada
lechon los dias -3 y 14. Para cada lechoén, se recolectd sangre del seno venoso orbital insertando un tubo capilar
estéril en el canto medial de uno de los ojos y drenando aproximadamente 3,0 mL de sangre completa en un Tubo
separador de suero (SST) de 4,0 mL. Los dias 25, 32 y 50, se recolectdé sangre venosa completa de la vena cava
anterior de cada cerdo usando una aguja Vacutainer 20g x 1 2" estéril (Becton Dickinson y Company, Franklin
Lakes, Nueva Jersey), un soporte de aguja Vacutainer y un SST de 13 mL. La recoleccién de sangre en cada tiempo
se registro en el registro de recoleccion de muestras. Se dejo que la sangre coagulara en cada SST, a continuacién
se centrifugd cada SST y se cosecho el suero. El suero cosechado se transfirié a un tubo Snap estéril y se guardd a
—70 £ 10°C hasta su evaluacién en una fecha posterior. Las muestras de suero fueron evaluadas por la presencia de
anticuerpos contra PCV2 por el personal de BIVI-R&D.

Los cerdos fueron monitoreados una vez por dia entre el dia 22 y el dia 50 por los sintomas clinicos y se calificaron
segun una conducta normal o anormal, respiracion o tos. Las observaciones clinicas fueron registradas en el registro
de observacion clinica.

Los cerdos N° 46 (grupo 1) y 98 (grupos 9) murieron en el primer sitio de estudio. Ambas muertes fueron
determinadas como muertes por hemorragia y no se efectuaron necropsias en estos dos animales. En el segundo
sitio de estudio, se efectuaron necropsias de los cerdos que murieron después de la exposicion y antes del dia 50, y
de los cerdos sacrificados el dia 50. Se registraron todas las lesiones visibles y también los porcentajes de l6bulos
pulmonares con lesiones en el formulario de informe de necropsia.

De cada uno de los cerdos a los que se les habia efectuado necropsia en el segundo sitio de estudio, se tomd una
muestra de tejido de amigdala, pulmodn, corazén y nédulo linfatico mesentérico que se colocd en un envase
individual con formalina 10% amortiguada; y otra muestra de tejido de los mismos érganos mencionados se coloco
en un Whirl-pak Whirl-pak® (M-Tech Diagnostics Ltd., Thelwall, Reino Unido) y cada Whirl-pak® se colocd sobre
hielo. Cada envase se rotul6 apropiadamente. Las recolecciones de muestras se registraron en el formulario de
informe de necropsia. Posteriormente, se enviaron las muestras de tejidos fijados en formalina y un formulario de
solicitud de diagndstico para las pruebas de IHC. Las pruebas de IHC se realizaron de acuerdo con los
procedimientos de laboratorio estandar para recibir muestras, preparar muestras y portaobjetos y usar las técnicas
de coloracion. Los tejidos frescos en los Whirl-paks® fueron enviados sobre hielo al Monitor del estudio para su
almacenamiento (-70° + 10 °C) y posible uso futuro.

Los tejidos fijados en formalina fueron examinados por un patélogo para detectar el PCV2 por IHC y se calificaron de
acuerdo con el siguiente sistema de puntaje: 0 = ninguno; 1 = escasa coloracion positiva, pocos sitios; 2 = coloracion
positiva moderada, multiples sitios; y 3 = coloracion positiva abundante, difusa en todo el tejido. A efectos analiticos,
un puntaje de 0 se consider6 “negativo”, y un puntaje mayor que 0 se considerod “positivo”.

Resultados

Los resultados para este ejemplo se muestran mas adelante. Cabe destacar que los cerdos N° 46 y 98 murieron los
dias 14 y 25, respectivamente. Estas muertes se consideraron como muertes por hemorragia. El cerdo N° 11 (grupo
1) estaba jadeando con respiracion rapida el dia 15. Por lo demas, todos los cerdos eran normales en cuanto a
conducta, respiracion y tos durante este periodo de observacion y no se observaron efectos adversos sistémicos en
ninguno de los grupos. No se observaron reacciones en el sitio de inyeccion después de la vacunacion el dia O.
Después de la vacunacion del dia 14, siete (7) de catorce (14) cerdos del grupo 1 (50,0%) mostraron hinchazén con
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un puntaje de “2” el dia 15. Cuatro (4) de catorce (14) cerdos del grupo 1 (28,6%) ain mostraban una hinchazoén de
“2” el dia 16. Ninguno de los demas grupos experimentd reacciones en el sitio de inyeccion después de las
vacunaciones.

Los resultados de la ganancia de peso diario promedio (ADWG) se muestran a continuacion en la tabla 18. Los
cerdos N° 46 y 98 que murieron por hemorragia fueron excluidos de los resultados del grupo. El grupo 4, que recibié
una dosis de 16 ug de vVORF2-Carbopol, tenia la mayor ADWG (1,16 + 0,26 Ibs/dia), seguido de los grupos 1, 2, 3, 5,
6 y 10 cuyas ADWG variaban en un rango entre 1,07 + 0,23 Ibs/dia y 1,11 £ 0,26 Ibs/dia. El grupo 9 tenia la menor
ADWG (0,88 * 0,29 Ibs/dia), seguido de los grupos 8 y 7, cuyas ADWG eran de 0,93 + 0,33 Ibs/dia y 0,99 + 0,44
Ibs/dia, respectivamente.

Tabla 18. Resumen de las ganancias de peso diario promedio (ADWG) de los grupos

Grupo Tratamiento N ADWG-Ibs/dia (dia 25 gl dia 50) o ajustgdo para los
cerdos que murieron antes del dia 50
1 rORF2-16 pg-IMS 1314 2 dosis 14 1,08 £ 0,30 Ibs/dia
2 vORF2-16 pg-Carbopol 2 dosis 15 1,11 £ 0,16 Ibs/dia
3 rORF2-16 pg-Carbopol 2 dosis 15 1,07 £ 0,21 Ibs/dia
4 vORF2-16 pg-Carbopol 1 dosis 15 1,16 £ 0,26 Ibs/dia
5 rORF2-4 ug-Carbopol 2 dosis 15 1,07 £ 0,26 Ibs/dia
6 rORF2-1 ug-Carbopol 2 dosis 15 1,11 £ 0,26 Ibs/dia
7 rORF2-0,25 ug-Carbopol 2 dosis 15 0,99 + 0,44 Ibs/dia
8 KV > 8,0 log-Carbopol 2 dosis 15 0,93 + 0,33 Ibs/dia
9 Control de prueba 14 0,88 + 0,29 Ibs/dia
10 Control negativo estricto 15 1,07 £ 0,23 Ibs/dia

VORF2 = ORF2 viral aislado; rORF2 = ORF2 de baculovirus recombinante expresado; KV o virus completos muertos
= virus de PCV2 cultivado en el cultivo celular adecuado

Los resultados de la serologia de PVC2 se muestran en la siguiente tabla 19. Los diez (10) grupos eran
seronegativos para PCV2 el dia -3. El dia 14, los titulos de PCV2 permanecieron bajos en los diez (10) grupos
(rango de 50-113). El dia 25, el grupo 8, que recibioé la vacuna de células enteras muertas, tenia el titulo mas alto de
PCV2 (4617), seguido del grupo 2, que recibié 16 ug de vORF2-Carbopol, el grupo 4, que recibié como dosis Unica
16 ug de vVORF2-Carbopol, y el grupo 3, que recibio 16 ug de rORF2-Carbopol, cuyos titulos eran de 2507, 1920 y
1503, respectivamente. El dia 32 (una semana después de la exposicion), los titulos para los grupos 1-6 y el grupo 8
variaban en un rango entre 2360 y 7619; en tanto los grupos 7 (0,25 ug de rORF2-Carbopol), 9 (control de prueba) y
10 (control negativo estricto) tenian titulos de 382, 129 y 78, respectivamente. El dia 50 (dia de la necropsia), los
diez (10) grupos mostraron titulos altos de PCV2 (= 1257).

Los dias 25, 32y 50, el grupo 3, que recibié dos dosis de 16 ug de rORF2-Carbopol tenia titulos de anticuerpo mas
altos que el grupo 1, que recibié dos dosis de 16 ug de rORF2-IMS 1314. Los dias 25, 32 y 50, el grupo 2, que
recibié dos dosis de 16 ug de vVORF2 tenia titulos mas altos que el grupo 4, que solamente recibié una dosis de la
misma vacuna. Los grupos 3, 5, 6, 7, que recibieron niveles decrecientes de rORF2-Carbopol, de 16, 4, 1y 0,25 ug,
respectivamente, demostraron titulos de anticuerpo correspondientemente decrecientes los dias 25 y 32.

Tabla 19. Resumen de los titulos de IFA PCV2 en los grupos

Grupo Tratamiento Dia -3 Dia 14** Dia 25*** Dia 32 Dia 50****
1 rORF2-16 ug —-IMS 1314 2 dosis 50 64 646 3326 4314
2 vORF2-16 pg-Carbopol 2 dosis 50 110 2507 5627 400
3 rORF2-16 ug —Carbopol 2 dosis 50 80 1503 5120 6720
4 vORF2-16 pug —Carbopol 1 dosis 50 113 1920 3720 1257
5 rORF2-4 ug-Carbopol 2 dosis 50 61 1867 3933 4533
6 rORF2-1 ug-Carbopol 2 dosis 50 70 490 2360 5740
7 rORF2-0,25 ug-Carbopol 2 dosis 50 73 63 382 5819
8 KV > 8,0 log-Carbopol 2 dosis 50 97 4617 7619 10817
9 Control de prueba 50 53 50 129 4288
10 Control negativo estricto 50 50 50 78 11205
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VORF2 = ORF2 viral aislado; rORF2 = ORF2 de baculovirus recombinante expresado; KV o virus completos muertos
= virus de PCV2 cultivado en el cultivo celular adecuado

*A efectos de los calculos, un titulo de IFA =100 se denomind titulo de “50"; un titulo de IFA =6400 se denomind
titulo de “12.800".

**Dia de la exposicion
***Dia de la necropsia

Los resultados de las observaciones clinicas de post-exposicion se muestran a continuacion. La tabla 20 incluye las
observaciones de conducta anormal, respiracion anormal, tos y diarrea. La tabla 21 incluye los resultados del
resumen de la incidencia general de sintomas clinicos de los grupos y la Tabla 22 incluye los resultados del resumen
de los indices de mortalidad de los grupos después de la exposicion. La incidencia de conducta anormal, respiracion
y tos después de la exposicion fue baja en los cerdos que recibieron 16 ug de rORF2—-IMS 1314 (grupo 1), 16 ug de
rORF2-Carbopol (grupo 3), 1 ug de rORF2—-Carbopol (grupo 6), 0,25 ug de rORF2—Carbopol (grupo 7) y en los
cerdos del grupo control de prueba (grupo 9). La incidencia de conducta anormal, respiracion y tos después de la
exposicion era de cero en los cerdos que recibieron 16 ug de VORF2—Carbopol (grupo 2), una sola dosis de 16 ug
de vVORF2—Carbopol (grupo 4), 4 ug de rORF2—Carbopol (grupo 5), >8 log KV—Carbopol (grupo 8) y en los cerdos
del grupo control negativo estricto (grupo 10).

La incidencia general de los sintomas clinicos varié segun los grupos. Los cerdos que recibieron 16 ug de vVORF2—
Carbopol (grupo 2),una sola dosis de 16 ug de vVORF2—Carbopol (grupo 4) y los cerdos del grupo control negativo
estricto (grupo 10) tenian indices de incidencia del 0%; los cerdos que recibieron 16 ug de rORF2-Carbopol (grupo
3) y 1 ug de rORF2—Carbopol (grupo 6) tenian indices de incidencia del 6,7%; los cerdos que recibieron 16 ug de
rORF2—-IMS 1314 (grupo 1) tenian un indice de incidencia general del 7,1%; los cerdos que recibieron 4 ug de
rORF2—-Carbopol (grupo 5), 0,25 ug de rORF2—-Carbopol (grupo 7) y >8 log vacuna KV tenian indices de incidencia
del 13,3%; y los cerdos del grupo control de prueba (grupo 9) tenian un indice de incidencia del 14,3%.

También variaron los indices generales de mortalidad entre grupos. El grupo 8, que recibié 2 dosis de vacuna KV
tenia el mayor indice de mortalidad del 20,0%; seguido del grupo 9, el grupo control de prueba, y el grupo 7, que
recibio 0,25 ug de rORF2-Carbopol y tenian indices de mortalidad del 14,3% y 13,3%, respectivamente. El grupo 4,
que recibié una dosis de 16 ug de vORF2-Carbopol tenia un indice de mortalidad del 6,7%. Todos los demas
grupos, 1, 2, 3, 5, 6 y 10 tenian un indice de mortalidad del 0%.

Tabla 20. Resumen de las observaciones de conducta anormal, respiracion anormal y tos después de la exposicion
de los grupos

Grupo Tratamiento N 222?;3? Conducta anormal? Tos?®

1 rORF2-16 pg-IMS 1314 2 dosis 14 0/14 (0%) 0/14 (0%) 114 (7,1%)
2 vORF2-16 pg-Carbopol 2 dosis 15 0/15 (0%) 0/15 (0%) 0/15 (0%)
3 rORF2-16 pg-Carbopol 2 dosis 15 0/15 (0%) 0/15 (0%) 1/15 (6,7%)
4 vORF2-16 pg-Carbopol 1 dosis 15 0/15 (0%) 0/15 (0%) 0/15 (0%)
5 rORF2-4 ug-Carbopol 2 dosis 15 1/15 (6,7%) 1/15 (6,7%) 0/15 (0%)
6 rORF2-1 pug-Carbopol 2 dosis 15 0/15 (0%) 0/15 (0%) 1/15 (6,7%)
7 rORF2-0,25 pg-Carbopol 2 dosis 15 0/15 (0%) 1/15 (6,7%) 1/15 (06,7%)
8 KV > 8,0 log-Carbopol 2 dosis 15 1/15 (6,7%) 1/15 (6,7%) 0/15 (0%)
9 Control de prueba 14 114 (7,1%) 114 (7,1%) 2/14 (14/3%)
10 Control negativo estricto 15 0/15 (0%) 0/15 (0%) 0/15 (0%)

1 Numero total de cerdos en cada grupo que demostré alguna conducta anormal durante al menos un dia

2 Numero total de cerdos en cada grupo que demostro respiracion anormal durante al menos un dia

3 Numero total de cerdos en cada grupo que demostré tos durante al menos un dia

Tabla 21. Resumen de la incidencia general de sintomas clinicos después de la exposicion de los grupos

Grupo Tratamiento N InC|d,enC|a de cs—:'r'dos1con indice de incidencia
sintomas clinicos
rORF2-16 pg-IMS 1314 2 dosis 14 7.1%
2 vORF2-16 pg-Carbopol 2 dosis 15 0,0%
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3 rORF2-16 pg-Carbopol 2 dosis 15 1 6,7%
4 vORF2-16 pg-Carbopol 1 dosis 15 0 0,0%
5 rORF2-4 ug-Carbopol 2 dosis 15 2 13,3%
6 rORF2-1 ug-Carbopol 2 dosis 15 1 6,7%
7 rORF2-0,25 ug-Carbopol 2 dosis 15 2 13,3%
8 KV > 8,0 log-Carbopol 2 dosis 15 2 13,3%
9 Control de prueba 14 2 14,3%
10 Control negativo estricto 15 0 0,0%

VORF2 = ORF2 viral aislado; rORF2 = ORF2 de baculovirus recombinante expresado; KV o virus completos muertos
= virus de PCV2 cultivado en el cultivo celular adecuado
1 Numero total de cerdos en cada grupo que demostré algun sintoma clinico durante al menos un dia

Tabla 22. Resumen de los indices de mortalidad después de la exposicion de los grupos

Grupo Tratamiento N Muertos después de la exposicion indice de mortalidad
1 rORF2-16 pg-IMS 1314 2 dosis 14 0 0,0%
2 vORF2-16 pg-Carbopol 2 dosis 15 0 0,0%
3 rORF2-16 pg-Carbopol 2 dosis 15 0 0,0%
4 vORF2-16 pg-Carbopol 1 dosis 15 1 6,7%
5 rORF2-4 ug-Carbopol 1 dosis 15 0 0,0%
6 rORF2-1 ug-Carbopol 2 dosis 15 0 0,0%
7 rORF2-0,22ctJSgi];Carbopol 2 15 2 13.3%

KV > 8,0 log-Carbopol 2 dosis 15 3 20,0%
Control de prueba 14 2 14,3%
10 Control negativo estricto 15 0 0,0%

VORF2 = ORF2 viral aislado; rORF2 = ORF2 de baculovirus recombinante expresado; KV o virus completos muertos
= virus de PCV2 cultivado en el cultivo celular adecuado

El resumen de porcentaje medio de lesiones pulmonares y diagnostico tentativo de los grupos se ofrece a
continuacion en la tabla 23. El grupo 9, el grupo control de prueba, tenia el porcentaje mas alto de lesiones
pulmonares con una media de 10,81 + 23,27%, seguido del grupo 7, que recibié 0,25 ug de rORF2-Carbopol y tenia
una media de 6,57 + 24,74%, luego el grupo 5, que recibié 4 ug de rORF2—Carbopol y tenia una media de 2,88 +
8,88%, y el grupo 8, que recibi6 la vacuna KV y tenia una media de 2,01 + 4,98%. Los restantes seis (6) grupos
tenian un porcentaje medio mas bajo de lesiones pulmonares que variaba en un rango entre 0,11 + 0,38% y 0,90 +
0,15%.

El diagndstico tentativo de pneumonia varié entre los grupos. El grupo 3, que recibié dos dosis de 16 ug de rORF2—
Carbopol, presentd el diagndstico tentativo de pneumonia mas bajo, con un 13,3%. El grupo 9, el grupo control de
prueba, presentaba un 50% del grupo diagnosticado tentativamente con pneumonia, seguido del grupo 10, el grupo
control negativo estricto y el grupo 2, que recibié dos dosis de 16 ug de VORF2-Carbopol, con un 46,7% y 40%,
respectivamente, de diagndstico tentativo de pneumonia.

Los grupos 1, 2, 3, 5, 9 y 10 presentaban un 0% de diagnostico tentativo como infectados con PCV2; en tanto el
grupo 8, que recibio dos dosis de vacuna KV, presentaba el indice de diagnoéstico tentativo mas alto de infeccion por
PCV2 de los grupos, que era de un 20%. El grupo 7, que recibié dos dosis de 0,25 ug de rORF2—-Carbopol, y el
grupo 4, que recibié una dosis de 16 ug de vVORF2—-Carbopol presentaban diagnésticos tentativos de infeccion por
PCV2 del 13,3% y 6,7% para cada grupo, respectivamente.

Solamente se diagnosticd Ulceras gastricas en un cerdo del grupo 7 (6,7%); en tanto los demas 9 grupos
permanecieron libres de Ulceras gastricas.

Tabla 23. Resumen del % promedio de lesiones pulmonares y diagndstico tentativo en los grupos

o s
Grupo Tratamiento N N® de cerdos Cc::] Z)i(;dado al menos Indice de incidencia
1 rORF2-16 pg-IMS 1314 2 dosis 15 0 0%
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2 vORF2-16 pg-Carbopol 2 dosis 15 1 6,7%

3 rORF2-16 pg-Carbopol 2 dosis 15 3 20,0%
4 vORF2-16 pg-Carbopol 1 dosis 15 2 13,3%
5 rORF2-4 ug-Carbopol 2 dosis 15 3 20,0%
6 rORF2-1 ug-Carbopol 2 dosis 15 6 40,0%
7 rORF2-0,25 ug-Carbopol 2 dosis 15 7 46,7%
8 KV > 8,0 log-Carbopol 2 dosis 15 12 80%

9 Control de prueba 14 14 100,0%
10 Control negativo estricto 15 14 93,3%

VORF2 = ORF2 viral aislado; rORF2 = ORF2 de baculovirus recombinante expresado; KV o virus completos muertos
= virus de PCV2 cultivado en el cultivo celular adecuado

El resumen de resultados de incidencia positiva de IHC en los grupos se muestran a continuacion en la tabla 24. El
grupo 1 (16 ug de rORF2-IMS 1314) tenia el indice de resultados IHC positivos del grupo mas bajo con un 0% de
cerdos positivos para PCV2, seguido del grupo 2 (16 ug de vVORF2-Carbopol) y del grupo 4 (una sola dosis de 16 ug
de VORF2-Carbopol), con indices de IHC para los grupos del 6,7% y 13,3%, respectivamente. El grupo 9, el grupo
control de prueba, tenia el indice de incidencia positiva por IHC mas alto, con el 100% de los cerdos positivos para
PCV2, seguido del grupo 10, el grupo control negativo estricto, y del grupo 8 (vacuna KV), con un 93,3% y 80% de
los cerdos positivos para PCV2, respectivamente.

Tabla 24. Resumen del indice de incidencia de positivos por IHC en los grupos

Grupo Tratamiento N N;J:g:gg?;gﬁg:ﬁ%d;go indice de incidencia

1 rORF2-16 pg-IMS 1314 2 dosis 15 0 0%

2 vORF2-16 pg-Carbopol 2 dosis 15 1 6,7%
3 rORF2-16 pg-Carbopol 2 dosis 15 3 20,0%
4 vORF2-16 pg-Carbopol 1 dosis 15 2 13,3%
5 rORF2-4 ug-Carbopol 2 dosis 15 3 20,0%
6 rORF2-1 ug-Carbopol 2 dosis 15 6 40,0%
7 rORF2-0,25 ug-Carbopol 2 dosis 15 7 46,7%
8 KV > 8,0 log-Carbopol 2 dosis 15 12 80%
9 Control de prueba 14 14 100,0%
10 Control negativo estricto 15 14 93,3%

VORF2 = ORF2 viral aislado; rORF2 = ORF2 de baculovirus recombinante expresado; KV o virus completos muertos
= virus de PCV2 cultivado en el cultivo celular adecuado

Discusion

Se evaluaron siete vacunas de PCV2 en este ejemplo, que incluian una dosis alta (16 pg) de antigeno rORF2 con
adyuvante de IMS 1314 administrada en dos veces, una dosis alta (16 pg) de antigeno vVORF2 con adyuvante de
Carbopol administrada una vez a un grupo de cerdos y dos veces a un segundo grupo de cerdos, una dosis alta (16
pg) de antigeno rORF2 con adyuvante de Carbopol administrada dos veces, una dosis de 4 ug de antigeno rORF2
con adyuvante de Carbopol administrada dos veces, una dosis de 1 uyg de antigeno rORF2 con adyuvante de
Carbopol administrada dos veces, una dosis baja (0,25 ug) de antigeno rORF2 con adyuvante de Carbopol
administrada dos veces y una dosis alta (> 8 log) de vacuna de células enteras muertas de PCV2 con adyuvante de
Carbopol. En general, el grupo 1, que recibid6 dos dosis de 16 pug de rORF2-IMS 1314, tuvo un desempefio
ligeramente mejor que los grupos 2 a 7, que recibieron vacunas que contienen diversos niveles de ya sea antigeno
vORF2 o rORF2 con adyuvante de Carbopol y mucho mejor que el grupo 8, que recibié dos dosis de vacuna de
células enteras muertas de PCV2. El grupo 1 tenia la tercera ADWG mas alta (1,80 + 0,30 Ibs/dia), la menor
incidencia de conducta anormal (0%), la menor incidencia de respiracion anormal (0%), una baja incidencia de tos
(7,1%), una baja incidencia de sintomas clinicos generales (7,1%), compartia con otros tres grupos el menor indice
de mortalidad (0%), el segundo menor indice del % promedio de lesiones pulmonares (0,15 + 0,34%), el segundo
menor indice de pneumonia (21,4%) y el menor indice de incidencia para tejidos IHC positivos (0%). Sin embargo,el
grupo 1 era el Unico grupo en el cual se observaron reacciones en el sitio de inyeccion, que incluia el 50% de los
vacunados 1 dia después de la segunda vacunacion. Las otras vacunas administradas a los grupos 2 a 7 tuvieron un
mejor desempenio que la vacuna muerta y casi tan buena como la vacuna administrada al grupo 1.
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El grupo 8, que recibié dos dosis de vacuna muerta de PCV2 con adyuvante de Carbopol, presentaba el peor
conjunto de resultados de todos los grupos de vacunas. El grupo 8 tenia la menor ADWG (0,93 + 0,33 Ibs/dia), el
segundo mayor indice de conducta anormal (6,7%), el mayor indice de respiracion anormal (6,7%), junto con otros
tres grupos el mayor indice de incidencia general de sintomas clinicos (13,3%), tenia el mayor indice de mortalidad
de todos los grupos (20%) y el mayor indice IHC positivo (80%) de todos los grupos de vacunas. Surgio la duda de si
la vacuna de células enteras muertas PCV2 no estuviera completamente inactivada antes de su administracién al
grupo 8, lo que podria explicar los pobres resultados de este grupo. Desafortunadamente, no habia datos definitivos
para confirmar esta preocupacion. En general, en el contexto de este ejemplo, la vacuna muerta convencional de
PCV2 no ayudaba en la reduccion de la enfermedad asociada a PCV2.

Como se menciono previamente, no habia efectos adversos asociados con las vacunas de prueba con excepcion de
la vacuna con adyuvante de IMS 1314. Se observaron reacciones en el sitio de inyeccion en el 50,0% de los cerdos
1 dia después de la segunda vacunacion con la vacuna formulada con IMS 1314 y en el 28,6% de los cerdos 2 dias
después de la segunda vacunacion. No se observaron reacciones en ninguno de los cerdos que recibié vacunas con
adyuvante de Carbopol. Cualquier estudio futuro que incluyera cerdos vacunados con vacunas con adyuvante IMS
1314 deberia continuar monitoreando estrechamente a los cerdos por las reacciones en el sitio de inyeccion.

Todos los cerdos eran seronegativos para PCV2 el dia -3 y solamente el grupo 2 tenia un titulo superior a 100 el dia
14. El dia 25 (dia de la exposicion), el grupo 8 tenia el titulo de anticuerpo PCV2 mas alto (4619), seguido del grupo
2 (2507). Con la excepcion de los grupos 7, 9 y 10, todos los grupos demostraron una fuerte respuesta de anticuerpo
para el dia 32. Al dia 50, todos los grupos, incluyendo los grupos 7, 9 y 10, demostraron una fuerte respuesta de
anticuerpo.

Uno de los elementos distintivos de una infeccién por PCV2 en etapa tardia y el subsiguiente desarrollo de PMWS
es un atraso en el crecimiento en cerdos destetados y, en casos severos, se observa pérdida de peso. La ganancia
de peso diario promedio de los grupos es un método cuantitativo que permite demostrar un atraso en el crecimiento
o pérdida de peso. En este ejemplo, no se observaron grandes diferencias en la ADWG entre grupos. El grupo 8
tenia la menor ADWG de 0,88 + 0,29 Ibs/dia, en tanto el grupo 4 tenia la mayor ADWG de 1,16 + 0,26 Ib/dia. En el
contexto de este estudio, no existe suficiente diferencia entre grupos como para basar la eficacia de futuras vacunas
en la ADWG.

Ademas de la pérdida de peso, la disnea, letargia, palidez de la piel y a veces ictericia son sintomas clinicos
asociados con PMWS. En este ejemplo, se observd ocasionalmente conducta anormal y respiracion anormal y tos
en cada grupo. Tal como se demuestra en este estudio, este modelo de exposicion y la cepa de exposicion no dan
como resultado sintomas clinicos abrumadores y este no constituye un parametro fuerte sobre el cual se pueda
basar la eficacia de una vacuna.

En general, los indices de mortalidad no eran altos en este ejemplo y la falta de un alto indice de mortalidad en el
grupo control de prueba limita este parametro para fundamentar la eficacia de la vacuna. Antes del dia 46, en los
grupos 4 y 7 murié uno de cada quince cerdos, en el grupo 9 murieron dos de cada catorce cerdos y en el grupo 8
murieron tres de quince cerdos. Debido al hecho que el grupo 9, el grupo control de prueba, no mostraba sintomas
clinicos de PCV2 y solamente habian tenido lugar dos decesos en este grupo para el dia 46, se administré la vacuna
MLV del virus del sindrome respiratorio y reproductor porcino (PRRSV) a todos los cerdos el dia 46. Estudios
anteriores han utilizado INGELVAC® PRRS MLV como inmunoestimulante para exasperar la enfermedad PMWS
asociada a PCV2 vy los indices de mortalidad eran mas altos en estos estudios anteriores. Se produjeron dos
muertes poco después de administrar la vacuna PRRS el dia 46: el grupo 4 con una muerte el dia 46 y el grupo 7
con una muerte el dia 47, lo cual probablemente no estaba asociado a la administracién de la vacuna PRRS. Para el
dia 50, el grupo 8, que recibi6 dos dosis de vacuna muerta, tenia el mayor indice de mortalidad (20%), seguido del
grupo 9 (control de prueba) y del grupo 7 (0,25 ug de rORF2-Carbopol), con indices de mortalidad del 14,3% vy
13,3%, respectivamente. En general, la administracion de la vacuna PRRS al modelo de exposiciéon en un momento
avanzado después de fase de observacion de exposicion de este ejemplo no incrementé significativamente los
indices de mortalidad.

Las lesiones visibles en cerdos con PMWS secundaria a una infecciéon por PCV2 consisten tipicamente de una
linfoadenopatia generalizada en combinacién con uno o mas de los siguientes: (1) pneumonia intersticial con edema
interlobular, (2) palidez cutanea o ictericia, (3) higados atréficos moteados, (4) Ulceras gastricas y (5) nefritis. En el
momento de la necropsia (dia 50), no se observo ictericia, hepatitis ni nefritis en ninguno de los grupos. Se observo
una Ulcera gastrica en un cerdo del grupo 7, pero no se examiné especificamente linfoadenopatia. Sobre la base de
la presencia de lesiones que fueran coherentes con una infeccion por PCV2, tres grupos presentaban al menos un
cerdo con diagndstico tentativo de PCV2 (PMWS). El grupo 8, que recibié dos dosis de vacuna muerta, presentaba
un 20% de diagnostico tentativo de PCV2, en tanto el grupo 7 y el grupo 4 presentaban un 13,3% y 6,7%,
respectivamente, de diagndstico tentativo de PCV2. El % promedio de puntajes de lesiones pulmonares varié segun
los grupos en el momento de la necropsia. Los grupos 1, 2, 3, 4, 6 y 10 tenian un bajo % de puntajes de lesiones de
pulmén que variaba en un rango entre 0,11 + 0,38% y 0,90 + 0,15%. Como era de esperar, el grupo 9, el grupo
control de prueba, presentaba el mayor % promedio de puntaje de lesion pulmonar (10,81 + 23,27%). En cuatro
grupos, el % promedio de puntajes de lesiones pulmonares era elevado debido a que uno a tres cerdos en cada uno
de estos grupos presentaba puntajes muy altos de lesiones de pulmoén. Las lesiones pulmonares eran rojas/purpuras
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y consolidadas. Tipicamente, las lesiones pulmonares asociadas con PMWS se describen como de un color tostado,
no colapsables con edema interlobular. Las lesiones pulmonares observadas en este estudio no estaban asociadas
con una infeccion por PCV2 o podrian deberse a la presencia de un segundo agente infeccioso pulmonar. En el
contexto de este estudio, el % de puntajes de lesiones de pulmoén probablemente no reflejen la medida real de la
cantidad de infeccion de pulmén debido a PCV2. Asimismo, el diagndstico tentativo de pneumonia también pudo
haber sido utilizado por demas. Todo cerdo con una lesién pulmonar, alguna tan pequefia como un 0,10%, fue
catalogado con un diagndéstico tentativo de pneumonia. En este ejemplo, no habia suficiente diferencia entre grupos
con respecto a lesiones visibles y % de lesiones pulmonares sobre la cual basar la eficacia de la vacuna.

Los resultados de IHC mostraron las mayores diferencias entre grupos. El grupo 1 (16 ug de rORF2-IMS 1314)
presentaba los resultados positivos por IHC mas bajos para el antigeno PCV2 (0%); en tanto los grupos 9 y 10
presentaban los resultados positivos por IHC mas altos con indices de incidencia del 100% y 93,3%,
respectivamente. Los grupos 3, 5, 6 y 7, que recibieron 16, 4, 1 6 0,25 pg de antigeno rORF2, respectivamente, con
adyuvante de Carbopol, presentaron indices de IHC positiva del 20%, 20%, 40% y 46,7%, respectivamente. El grupo
2, que recibi6é dos dosis de 16 pg de VORF2 con adyuvante de Carbopol tenian un indice de IHC positiva del 6,7%,
en tanto el grupo 4 que solamente recibié una dosis de la misma vacuna, tenian un indice de IHC positiva del 13,3%.
Debido a la naturaleza objetiva de esta prueba y al hecho que los resultados de IHC se correlacionan con los
resultados esperados, las pruebas por IHC probablemente constituyan uno de los mejores parametros sobre los
cuales basar la eficacia de la vacuna.

Se determina la dosificacion protectora minima (MPD) del antigeno rORF2 de PCV2 con adyuvante de Carbopol en
el modelo de cerdo CDCD frente a una exposicion a PCV2.Los grupos 3, 5, 6 y 7 recibieron cada uno dos dosis de
antigeno rORF2 con adyuvante de Carbopol,pero el nivel de antigeno rORF2 variaba para cada grupo.Los grupos 3,
5, 6 y 7 recibieron cada uno 16, 4, 1 6 0,25 ug de antigeno rORF2,respectivamente. En general, la disminucion del
nivel de antigeno rORF2 disminuy6 también los titulos de anticuerpo PCV2,y aumento el indice de mortalidad,el %
promedio de lesiones pulmonares y la incidencia de tejidos positivos por IHC. De los cuatro grupos que recibieron
niveles variables de rORF2-Carbopol, los grupos 3 y 5,que recibieron dos dosis de 16 6 4 ug de antigeno
rORF2,respectivamente, tenian cada uno un indice de IHC positiva de tan solo un 20%,y cada uno presentaba
titulos de anticuerpo similares. En general, basado en los resultados de IHC positiva, la dosificacion protectora
minima de antigeno rORF2 administrada dos veces es de 4 ug aproximadamente.

Se evalud la antigenicidad de los antigenos recombinantes (rORF2) y VIDO R-1 (VORF2) de PCV2. El grupo 2
recibié dos dosis de 16 ug de VORF2 y el grupo 3 recibié dos dosis de 16 ug de rORF2. Ambas vacunas eran con
adyuvante de Carbopol. Se encontr6 asimismo que ambas vacunas eran seguras y presentaban un indice de
mortalidad del 0%. El grupo 2 tenia un titulo de anticuerpo PCV2 de 2507 el dia 25, en tanto el grupo 3 tenia un titulo
de anticuerpo PCV2 de 1503. El grupo 3 presentaba un menor % promedio de puntaje de lesidon pulmonar que el
grupo 2 (0,11 + 0,38% vs. 0,90 + 0,15%), pero el grupo 2 presentaba un menor indice de incidencia de IHC positiva
que el grupo 3 (6,7% vs. 20%). En general, ambas vacunas eran de una antigenicidad similar, pero VORF2 estaba
asociado con resultados ligeramente mejores de IHC.

Se determind la conveniencia de dos adyuvantes diferentes (Carbopol e IMS 1314). Los grupos 1 y 3 recibieron,
ambos, dos dosis de vacuna que contiene 16 ug de antigeno rORF2, pero el grupo 1 recibié el antigeno con
adyuvante de IMS 1314 en tanto el grupo 3 recibié el antigeno en adyuvante de Carbopol. Ambos grupos
presentaban esencialmente la misma ADWG, esencialmente la misma incidencia de signos clinicos después de la
exposicién, el mismo indice de mortalidad y esencialmente el mismo % promedio de lesiones pulmonares; pero el
grupo 1 presentaba un indice de IHC positiva del 0% en tanto el grupo 3 presentaba un indice de IHC positiva del
20%. Sin embargo, el grupo 3, que recibio la vacuna con adyuvante de Carbopol, tenia titulos de IFAT PCV2 mas
altos los dias 25, 32 y 50 que el grupo 1, que recibié la vacuna con adyuvante de IMS 1314. En general, aunque la
vacuna PCV2 con adyuvante de IMS 1314 proporcionaba mejores resultados de IHC, no ofrecia una proteccion
abrumadoramente mejor contra una infeccion por PCV2 e inducia reacciones en el sitio de inyeccion. Por otro lado,
la vacuna PCV2 con adyuvante de Carbopol se comportd casi igual que la vacuna con adyuvante de IMS 1314, pero
no esta asociada con ningun efecto adverso.

Se determind la viabilidad de ORF2 PCV2 como un producto de 1 ml, 1 dosis. Los grupos 2 y 4 recibieron ambos 16
Mg de vacuna vVORF2 con adyuvante de Carbopol el dia 0,pero el grupo 2 recibié una segundo dosis el dia 14. El
grupo 4 tenia una ADWG ligeramente mayor y un menor % promedio de lesiones pulmonares que el grupo 2,pero el
grupo 2 presentaba titulos mas altos de IFAT PCV2 los dias 25, 32 y 50,y un indice de incidencia de tejidos positivos
por IHC ligeramente menor. Todos los demas resultados para estos dos grupos fueron similares. En general,una
dosis de VORF2 con adyuvante de Carbopol se comportaba de manera similar a dos dosis de la misma vacuna.

Las siguientes clausulas también se describen aqui:

1. Un método para recuperar proteina recombinante expresada por el marco de lectura abierto 2 de PCV2 que
comprende las etapas de:

A) clonar dicho marco de lectura abierto recombinante 2 de PCV2 en un vector de transferencia;
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B) transfectar la porcion de dicho vector de transferencia que contiene dicho marco de lectura abierta recombinante
2 en un virus;

C) infectar células en medio con dicho virus;

D) hacer que dicho virus exprese la proteina desde dicho marco de lectura abierto 2;

E) separar las células de dicho vector del sobrenadante; y

F) recuperar dicha proteina de marco de lectura abierta expresada 2 en dicho sobrenadante.

2. El método de la clausula 1, incluyendo dicho método adicionalmente la etapa de amplificar dicho marco de lectura
abierto 2 de una cepa de PCV2 antes de clonar dicho marco de lectura abierto en dicho vector de transferencia.

3. El método de la clausula 1, comprendiendo adicionalmente dicho marco de lectura abierto recombinante 2 una
secuencia seleccionada del grupo que consiste en una secuencia de Kozak 5 ', un sitio 3' EcoRlI, y combinaciones de
los mismos.

4. El método de la clausula 3, comprendiendo dicha secuencia de 5'Kozak la SEQ ID NO: 1.

5. El método de la clausula 3, en el que dicho sitio 3 'EcoRI comprende la SEQ ID NO: 2.

6. El método de la clausula 1, en el que dicho marco de lectura abierto de PCV2 comprende la SEQ ID NO: 4.
7. El método de la clausula 1, en el que dicha proteina recombinante comprende la SEQ ID NO: 6.

8. El método de la clausula 1, en el que dichos medios comprenden medios de células de insecto libres de suero.
9. El método de la clausula 1, que comprende ademas las etapas de:

i) antes del paso A, clonar dicho marco de lectura abierto amplificado 2 en un primer vector;

ii) excindir dicho marco de lectura abierto 2 de dicho primer vector; y

iii) usar dicho marco de lectura abierto excindido 2 en el paso A.

10. El método de la clausula 1, en el que dichas células comprenden células SF+.

11. El método de la clausula 1, en el que dicho virus comprende baculovirus.

12. El método de la clausula 1, en el que dicha porcién transfectada comprende la SEQ ID NO: 4.

13. El método de la clausula 1, recuperandose dicha proteina del marco de lectura abierto 2 en dicho sobrenadante
al menos 5 dias después de infectar las células con dicho virus.

14. Un método para preparar una composicion para invocar una respuesta inmune contra PCV2, comprendiendo
dicho método las etapas de:

i) transfectar un constructo en un virus, comprendiendo dicho constructo ADN recombinante del marco de lectura
abierto 2 de PCV2;

ii) infectar células con dicho virus transfectado, estando dichas células en un medio de crecimiento;
iii) hacer que dicho virus exprese la proteina recombinante de dicho marco de lectura abierto 2;
iv) recuperar dicha proteina del marco de lectura abierto expresado 2 en el sobrenadante; y

v) combinar dicha proteina recuperada con un adyuvante adecuado u otro vehiculo o excipiente farmacéuticamente
aceptable.

15. El método de la clausula 14, en el que dicho método incluye ademas la etapa de obtener dicha construccion a
partir de un vector de transferencia.

16. El método de la clausula 14, incluyendo dicho método adicionalmente la etapa de amplificar dicha trama de
lectura abierta 2 de una cepa de PCV2 antes de clonar dicha trama de lectura abierta 2 en dicho vector de
transferencia.

17. El método de la clausula 14, comprendiendo dicho marco de lectura abierto recombinante 2 una secuencia
seleccionada del grupo que consiste en una secuencia de Kozak 5 ', un sitio 3' EcoRI, y combinaciones de los
mismos.
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18. El método de la clausula 17, comprendiendo dicha secuencia de Kozak 5' la SEQ ID NO: 1.

19. El método de la clausula 17, comprendiendo dicho sitio 3' EcoRI la SEQ ID NO: 2.

20. El método de la clausula 14, comprendiendo dicho marco de lectura abierto 2 de PCV2 la SEQ ID NO: 4.
21. El método de la clausula 14, comprendiendo dicha proteina recombinante la SEQ ID NO: 6.

22. El método de la clausula 14, comprendiendo dichos medio un medio de células de insecto libre de suero.
23. El método de la clausula 16, que comprende ademas las etapas de:

i) clonar dicho marco de lectura abierto amplificado 2 en un primer vector;

ii) excindir dicho marco de lectura abierto 2 de dicho primer vector; y

iii) usar dicho marco de lectura abierto excindido 2 para clonarlo en dicho vector de transferencia.

24. El método de la clausula 14, comprendiendo dichas células células SF+.

25. El método de la clausula 14, comprendiendo dicho virus baculovirus.

26. El método de la clausula 14, comprendiendo dicha construccioén transfectada la SEQ ID NO: 4.

27. El método de la clausula 14, recuperandose dicha proteina del marco de lectura abierto 2 al menos 5 dias
después de infectar dichas células con dicho virus.

28. El método de la clausula 14, comprendiendo ademas dicha etapa de recuperacion la etapa de separar dichos
medios de dichas células y residuos celulares.

29. El método de la clausula 28, comprendiendo dicha etapa de separacién la etapa de filtrar dichas células,
desechos celulares y medios de cultivo a través de un filiro que tiene poros que varian en tamafio desde
aproximadamente 0,45 uM a aproximadamente 1,0 uM.

30. El método de la clausula 14, incluyendo dicho método ademas la etapa de inactivar dicho virus antes de
combinar dicha proteina recuperada con un adyuvante adecuado.

31. Un método para recuperar la proteina expresada por el marco de lectura abierto 2 de PCV2, incluyendo dicho
método las etapas de:

i) infectar células en medios de crecimiento con un vector viral recombinante que contiene dicho marco de lectura
abierto 2;

ii) hacer que dicho vector exprese dicha proteina; y
iii) recuperar dicha proteina expresada en el sobrenadante.

32. El método de la clausula 31, ocurriendo dicha recuperacion al menos 5 dias después de la infeccion de las
células con dicho vector viral.

33. Una composicion de materia obtenida por un método seleccionado del grupo consistente en los métodos de la
clausula 1, clausula 14, clausula 31, y combinaciones de los mismos.

34. El uso de la composicion de la clausula 33 como medicamento.

35. El uso de la composicion de la clausula 33 para la preparacion de un medicamento para la prevencion de una
infeccion por PCV2.

36. Un método para producir un kit de diagndstico para la deteccion de una infeccion por PCV2 en una muestra que
comprende

i) producir una proteina recombinante usando un método seleccionado del grupo consistente en los métodos de la
clausula 1, clausula 14, clausula 31, y combinaciones de los mismos;

ii) y envasar dicha proteina recombinante en un recipiente adecuado.

37. El método de la clausula 36, que comprende ademas la etapa de incluir un manual de instrucciones con el
recipiente que empaqueta la proteina recombinante.

38. Una composicion inmunogénica eficaz para disminuir la gravedad de los sintomas clinicos asociados con la
infeccion por PCV2 que comprende la proteina ORF2 de PCV2, o una porcidon inmunogénica de la misma, en la que
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dicha porcion inmunogénica tiene al menos 10 aminoacidos contiguos de la proteina ORF2 de PCV2.
39. La composicion inmunogénica de la clausula 38, en la que dicha proteina ORF2 de PCV2 es

i) un polipéptido que comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO:
6, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10 0 SEQ ID NO: 11;

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

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

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

vi) cualquier polipéptido que esté codificado por un polinucledtido que es al menos un 80% homdlogo al
polinucledtido de v),

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

viii) la porcién inmunogénica de vii), en donde el polinucledtido que codifica dicha porcién inmunogénica comprende
al menos 30 nucledtidos contiguos incluidos en las secuencias de SEQ ID No: 3 o SEQ ID No: 4.

40. La composicion inmunogénica de la clausula 38, que comprende ademas un vector viral inactivado y un
sobrenadante de cultivo celular.

41. La composicion inmunogénica de la clausula 40, en la que dicho vector viral inactivado es un baculovirus
recombinante que codifica la proteina ORF2 de PCV2.

42. La composicion inmunogeénica de la clausula 40, en la que la composiciéon comprende BEI.
43. La composicion inmunogénica de la clausula 42, en la que dicha composicion comprende tiosulfato sédico.

44. La composicion inmunogénica de la clausula 39, que comprende un ingrediente adicional seleccionado del grupo
que consiste en vehiculos, adyuvantes, medios, inactivadores virales, diluyentes, agentes isotonicos, agentes
inmunomoduladores, antibidticos y combinaciones de los mismos.

45. La composicion inmunogénica de la clausula 44, en la que dicha composiciéon comprende un adyuvante,
preferiblemente carbopol.

46. La composicion inmunogénica de la clausula 45, en la que dicha composicion comprende una sal
farmacéuticamente aceptable, preferiblemente salina.

47. La composicion inmunogénica de la clausula 38, en la que dicha composicién comprende al menos 0,2 ug/ml de
proteina ORF2 de PCV2.

48. La composicion inmunogénica de la clausula 38, en la que dicha composicion comprende al menos 2 ug de
proteina ORF2 de PCV2.

49. Un recipiente que comprende al menos una dosis de la composicién inmunogénica de la clausula 38, en el que
una dosis comprende al menos 2 ug de proteina ORF2 de PCV2.

50. Un recipiente que comprende 10 a 250 dosis de la composicion inmunogénica de la clausula 38, en el que una
dosis comprende al menos 2 ug de proteina PCF2 ORF2.

51. El recipiente de la clausula 49, que comprende ademas un agente activo anti-microbioldgico.

52. Un kit que comprende un recipiente de la clausula 49 y un manual de instrucciones, que incluye la informacion
para la aplicacion intramuscular de al menos una dosis de la composicién inmunogénica en lechones para disminuir
la gravedad de los sintomas clinicos asociados con la infeccion por PCV2.

53. El kit de la clausula 52, en el que el manual de instrucciones comprende la informacion de una segunda o mas
administraciones de al menos una dosis de la composicion inmunogénica, en la que la segunda administracion o
cualquier otra administracion es al menos 14 dias mas alla de la ultima administracion.

Listado de secuencias

<110> BOEHRINGER INGELHEIM VETMEDICA, INC.
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<223> Esta es una secuencia de Kozak modificada.

<400> 1
ccgccatg

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

<213> Artificial

<220>

<223> Esta es una secuencia Eco R1 recombinante.

<400> 2
gaattc

<210>3
<211>713
<212> ADN

<213> Circovirus porcino

<400> 3
cagctatgac

ttggccagat
gaaggaaaaa
aggaaaaatg
ttgtteccece
gaaaggttaa
gctecactge
acccatatgt
gttacttcac
aaaggaatca
geactgagtt

tacaatteag

gtateccaagg
ccteageege
tggecatette
gcatcttcaa
g9gagggggg
ggttgaatte
tgttattcta
aaactactcc
acccaaacct
getttggetg
cgaaaacagt

agaatttaat

aggegttace
cgecectgge
aacaccegec
cacccgecte
accaacaaaa
tggecectget
gatgataact
tcecegecata
gttettgact
aggctacaaa
aaatacgacc

cttaaagace

gcagaagaaqg
tegtacacea
tetecegeac
tccegeacet
tctctatace
cccccateac
ttgtaacaaa
caatccecea
ccactattga
cetetagaaa
aggactacaa

ccccacttaa

acaccgeccc
cogecacega
ctteggatat
tecggatatac
ctttgaatac
ccagggtgat
ggccacagec
aceccttectec
ttacttccaa
tgtggaccac
tatcagtgta

accctaaatg

45

cgcagecate
tacegttgga
actgtggaga
tgtgacgact
tacagaataa
aggggagtgg
ctaacctatg
taccactece
ccaaataaca
gtaggecoteg
accatgtatg

aat

&0
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<210> 4
<211>713
<212> ADN

<213> Circovirus porcino

<400> 4
cegecatgac

ttggecagat
gaaggaaaaa
ctaccacagt
ttgttcecece
gaaaggttaa
gctccactge
acccatatgt
gttacttcac
aaaggaatca
geactgegtt
tacaattcag

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

gtatccaagg
ceteogaeege
tggcatette
cacaacgecc
gggagggggyg
ggttgaatte
tgttattcta
aaactactcc
acccaaacct
getttggetg
cgaaaacagt

agaatttaat

<213> Circovirus porcino

<400> 5
Met Thr
1

Ser His

Arg His
35

Leu Ser

Tyr

Leu

Arg

Arg

Pro Arg Arg Arg

5

Gly Gln Ile Leu

20

Tyr Arg Trp Arg

Thr Phe Gly Tyr

aggegttace
cgeecetgge
aacacecgec
tectgggegg
accaacaaaa
tggecctget
gatgataact
tcceocgecata
gttecttgact
aggctacaaa
aaatacgacc

cttaaagace

Tyr

Arg

Arg
40

Thr
55
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gcagaagaag
tegtocacee
teteccgeac
tggacatgat
tectctatace
cocecateac
ttgtaacaaa
caatccceca
ccactattga
cetectagaaa
aggactacaa

ccecacttga

Arg Arg Arg
10

Arg Arg Pro
25

Lys Asn Gly

Val Lys Ala

acaccgeece
cogecacege
ctteggatat
gagatttaat
ctttgaatac
ccagggtgat
ggccacagecc
acccttctec
ttacttcecaa
tgtggacecac
tatcecgtgta

accctaagaa

Arg His

Trp Leu

30

Ile Phe

45

Thr
60

Thr

46

Arg

Val

Asn

Val

cgcagccate
tacegttgga
actgtcaagg
attgacgact
tacagaataa
aggggagtgyg
ctaacctatg
taccactcece
ccaaataaca
gtaggecteg
accatgtatg

tte

Pro Arg

15

His Pro

Thr Arg

Thr Thr

60
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Pro Ser Trp Ala Val
65

Pro Pro Gly Gly Gly

Arg Ile Arg Lys Val
100

Gln Gly Asp Arg Gly
115

Phe Val Thr Lys Ala
130

Ser Ser Arg His Thr
145

Phe Thr Pro Lys Pro
165

Asn Asn Lys Arg Asn
180

Val Asp His Val Gly
195

Gln Asp Tyr Asn Ile
210

Asn Leu Lys Asp Pro
225

<210>6

<211> 233

<212> PRT

<213> Circovirus porcino

<400> 6

Met Thr Tyr Pro Arg
1 5

Ser His Leu Gly Gln
20

Arg His Arg Tyr Arg
35

Leu Ser Arg Thr Phe

Asp

70

Thr

Lys

Val

Thr

Ile

150

Val

Gln

Leu

Arg

Pro
230

Arg

Ile

Trp

Gly

Met

Asn

Val

Gly

Ala

135

Pro

Leu

Leu

Gly

Val

215

Leu

Arg

Leu

Arg

Tyr

Met

Lys

Glu

Ser

120

Leu

Gln

Asp

Trp

Thr

200

Thr

Lys

Tyr

Arg

Arg

40

Thr
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Arg

Ile

Phe

105

Thr

Thr

Pro

Ser

Leu

185

Ala

Met

Pro

Arg

Arg

25

Lys

val

Phe

Ser

20

Trp

Ala

Tyr

Phe

Thr

170

Arg

Phe

Tyr

Arg

10

Arg

Asn

Lys

Asn

75

Ile

Pro

val

Asp

Ser

155

Ile

Leu

Glu

Val

Arg

Pro

Gly

Ala

Ile

Pro

Cys

Ile

Pro

140

Tyr

Asp

Gln

Asn

Gln
220

Arg

Trp

Ile

Thr

47

Asp

Phe

Ser

Leu

125

Tyr

His

Tyr

Thr

Ser

205

Phe

His

Leu

Phe

45

Thr

Asp

Glu

Pro

110

Asp

val

Ser

Phe

Ser

190

Lys

Arg

Arg

Val

30

Asn

val

Phe

Tyr

95

Ile

Asp

Asn

Arg

Gln

175

Arg

Tyr

Glu

Pro

15

His

Thr

Thr

val

80

Tyr

Thr

Asn

Tyzr

Tyr

160

Pro

Asn

Asp

Phe

Arg

Pro

Arg

Thr
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50 55

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

Pro Pro Gly Gly Gly Thr Asn Lysg Ile Ser Ile
85 20

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

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

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

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

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

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

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

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

Asn Leu Lys Asp Pro Pro Leu Glu Pro
225 230

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

<220>

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

vector pGEM T-easy.

<400>7
geggecgegg gaattegate cgecatgacg tatccaagga

cacegeeoee geagecatet tggeocagate cteegecgee
cgeccaccget acegttggag aaggaaaaat ggecatcttea

ttcggatata ctgtecaagge taccacagte acaacgecct

60

Ile Asp Asp Phe val
80

Pro Phe Glu Tyr Tyr
95

Cys Ser Pro Ile Thr
110

Ila Leu Asp Asp Asn
125

Pro Tyr val Asn Tyr
140

Tyr His Ser Arg Tyr
160

Asp Tyr Phe Gln Preo
175

Gln Thr Ser Arg Asn
120

Asn Ser Lys Tyr Asp
205

Gln Phe Arg Glu Phe
220

ggegttaceg cagaagaaga
geeccctgget cgtecacece
acacccgect ctcecccgeacce

cctgggeggt ggacatgatg

48

&0

120

180

240
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agatttaata
tttgaatact
cagggtgata
gccacagcec
cccttetect
tacttccaac
gtggaccacg
atcegtgtaa

ccctaagaat

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

ttgacgactt
acagaataagqg
ggggagtggg
taacctatga
accactcccg
caaataacaa
taggectegg
ccatgtatgt

tctatcacta

<213> Artificial

<220>

<223> Esta es el circovirus porcino de tipo 2, construccion ORF2, que incluye las secuencias de codificacion de
baculovirus y pGEM T-easy.

<400> 8
aagetttact

gaaagcacgt
ataaaagatt
gtgactageg
ggagcaataa
gegggectgt
gttcaagaat
ggegtgeact
cacaccetgg
aaaattgaaa
tttaacaaat
tgettegett
gattaggeeg
ggttttecac
cgcacaacac
ccaccacttt
tettttgeat

tgacctgeaa

cgtaaagega
gtaaaatgtt
ctaatctgat
aagaagatgt
tcgatttaac
tatacaaaaa
ttattgacac
goacacadgyg
gtattgegee
gacaaaatta
actttatcct
gcteogttta
gatattetee
gtacgtettt
cggatgtttg
ggcaactaaa

ggttteetgg

atetttggcec

tgtteccceg
aaaggttaag
ctccactget
cccatatgta
ttacttcaca
aaggaatcag
cactgegtte
acaattcaga

gtgaattege

gttgaaggat
tececgegegt
atgttttaaa
gtggaccgea
caacacgtet
aattcaagta
ggtaaaagaa
tattaatege
gcaggaagece
cgttcaagat
attttcaaat
gettgtagee
accacaatgt
tggccggtaa
cgettgtecg
teggtgaccet
aagceggtgt

tegatetget

ES 2733428 T3

ggagggggga
gttgaattet
gttattctag
aactactcet
cccaaacctyg
ctttggetga
gaaaacagta
gaatttaatc

ggeecge

catatttagt
tggcacaact
acacctttge
gaacagatag
aaatattatg
cctggecaga
tttacagaaa
acceggttaca
atagatagat
ttattaattt
tgttgegett
gatcagtgge
tggcaacgtt
tagccgtaaa
cggggtattg
gcgegtettt
acatgeggtt

tgtecttgat

ccaacaaaat
ggeccetgete
atgataactt
ccegecatac
ttettgacte
ggctacaaac
aatacgacca

ttaaagaccce

tgegtttatg
atttacaatg
ggcccgagtt
taaaacaaaa
atggtgtgca
ctttgeegee
agtgteccgg
tggtgtgeag
tegaaaaage
aattaatatt
cttecagega
gttgttecaa
gatgttacgt
cgtagtgeeg
aaccgcogega
tttetgeatt
tagatcagte

ggcaacgatg

49

ctetatacee
ceceateace
tgtaacaaag
aatcccecaa
cactattgat
ctetagaaat
ggactacaat

cccacttgaa

agataagatt
cggccaagtt
gtttgegtac
ccctagtatt
ttttttgegg
tgaaagcata
catgttggtyg
atatttaatg
cagaggtcac
atttgcattce
accaaaacta
tegacggtag
ttatgetttt
tegegegtcea
tecgacaaat
atttegtett
atgacgegeyg

cgttcaataa

300

360

420

480

540

600

660

720

756

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080



actettgttt
tgtgcteggt
gtttgatage
gocattettg
cggatttagt
cgetgttaga
tgtotacatg
ccttggecac
cttetocaaa
tttgcaacaa
tatgggggaa
ggcgeaageg
tacagttttg
atgacgccta
cttectecgt
cgacgcacaa
ggcaatattg
egttgggcat
tagtgegatt
atcgagtcaa
gegegtattt
aataatatat
acgactatga
atctgtgcac
tgaceccecgt
atgtcggtga
tggtgegaga
agagcegtcat
aaattgacce
ggactgegat
aattttaaaa
aatgtegteg

aacgatttga

tttaacaagt
gaatgtcgea
gggategtac
taattetatg
aatgagcact
ggtagggcce
aacacgtata
gaaccggace
tttaaattet
ctattgtttt
catgegecge
gctaaaacgt
atttgcatat
caacteccceqg
gtggcecgaac
gtatctgtac
gcaaattcga
gtacgtecga
aaaacgttgt
gtgatcaaaq
taacaaacta
tatgtataoge
tagagatcaa
gegttecgge
agtgacaacqg
cgttaaaact
agecgcgaaqg
gtttagacaa
taactccata
tgtacatget
aacgcagcaa
acatgectgaa

aagaaaacaa

teoceteggttt
atcagcttag
ttgeeggtge
gegtaaggea
gtatgcgget
ccattttgga
getttatcac
tgttggtege
ceaattttaa
ttaacgceaaa
tacaacacte
gttgegegtt
taacggogat
ccegegttga
acgtcgageg
accgaatgat
aaatatatac
acgttgattt
acatcctege
tgtggaataa
gecatcttgt
acgtcaaqaa
ataaagcgeg
acgagctttg
atcacgeccca
attaagecat
tatggcgaat
gaaagctaca
cacggtatte
gttaacgget
gag&daacatt
caacaagatt

tgtacegege
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tttgegocac
tecaccaactg
agageacttig
atttggactt
gcaaatacagq
tggtetgete
aaactgtata
getetageac
cgegagecat
ctaaacttat
gtegttatga
caacgeggea
tttttaaatt
ctegetgecac
ggtggtcgat
cgtegggega
agttgggttg
gcatgecaage
ttttaatcat
tgttttettt
aagttagttt
ttaacaatgce
aattaaatag
attgtaataa
aaagaactgc
ccaatcgace
gcatcgtata
tatttaattg
tacaatggcg
cegeccacta
tgtatgaaag
aatatgecte

ggeggtatgt

cacegettge
tttgetetee
aggaattact
cataatcage
cgggtegeee
aaataacgat
ttttaaactg
gtacegeagg
tttgatacae
tgtggtaage
acgcagacgg
aacatcgcaa
atecttattta
ctegagecagt
gaccagcgge
aggcacgteyg
tttgegeata
cgaaattaaa
gecgtegatt
gtattecega
catttaatge
gececgttgta
cttgcgacge
gtttttacga
cgactacaaa
gttagtegaa
acgtgtggag
atccecgatga
gggttttggt
ttaatgaaat
aatgcgtaga
cgtgtataaa

acaggaagag

50

agcgeghttg
tectecegtt
tettetaaaa
tgaatcacge
cttttecacga
ttgtatttat
ttagegacgt
ttgaacgtat
gtgtgtegat
aataattaaa
cgeeggtete
aagcecaatag
ataaatagtt
tegttgacge
gtgeccgeacyg
gectecaagh
tectategtgg
tecattgegat
aaatcgegea
gtcaagegea
aactttatece
geatctecaac
aacgtgcacg
agecgatgaca
attaccgagt
tecaggacege
teocgceteatt
ttttattgat
caaaatttcce
taaaaattec
aggaaagaaa
aaaaatattg

gtttatacta

1140

1200

1260

1320

1380

1449

1500

1560

1620

1680

17440

1800

1860

1920

1980

2049

2100

2160

2220

2280

23490

2400

24690

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

29490

3000

3060



aactgttaca
getetgacge
atcaaatccc
ctctgtecgt
aaacaattat
catttgtagt
aatcatttte
tagacgectt
aattaacata
tgtcataaat
tgtaatttac
aatttatata
acgcagctte
ccaaaatgtt
ctgegageag
atcacaaact
gataaccatec
aaacctataa
cageggecge
gacaccgcec
cecgecaceqg
cettoggata
tgagatttaa
cctttgaata
cccagggtga
aggccacagc
aacccttete
attacttcca
atgtggaceca
atatecegtgt
aaccctaaga

ggtaccocggqg

ttgcaaacgt
atttctacaa
aagatgtgta
ttgctggecaa
aaatgctaaa
attatectata
aaatgattca
gtegtettet
gttattateg
atatatgtet
aacagtgcta
atcaatgaat
ttctagttca
gtacgaaccg
ttgtttgttg
ggaaatgtct
tcgcaaataa
atatteccgga
gggaattega
ccgcageecat
ctacegttgyg
tactgtcaag
tattgacgac
c¢ctacagaata
taggggagtg
cctaacctat
ctaccactec
accaaataac
cgtaggcecte
aaccatgtat
attctateac

atcctttect

ggtttegtgt
ceacgactec
taaaccacca
ctgcaagggt
tttgtttttt
attgaaaacg
cagttaattt
tettegtatt
tatecatata
tttttaatgg
ttttetggta
ttgggategt
attacaccat
ttaaacaaaa
ttazaaataa
atcaatatat
ataagtattt
ttattcatac
tcegocatga
cttggccaga
agaaggaaaa
gctaccacaqg
tttgticcee
agaaaggtta
ggcteocactg
gacccatatg
cgttactteca
aaaaggaatc
ggcactgegt
gtacaattea
tagtgaatte

gggacccgge
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gccaagtgtg
aagtgtgtgg
aactgccaaa
ctcaatccta
attaacgata
cgtagttata
gcgacaatat
cottetettt
tgtatctate
ggtgtatagt
gttcttegga
cggttttgta
tttttagcag
acagttcacc
cagccattgt
agttgctgat
tactgtttte
cgtcccacca
cgtatcecaag
tectcegecg
atggeatcett
tcacaacgee
cgggaggqyy
aggttgaatt
ctgttattet
taaactactc
cacccaaacce
agctttgget
tcgaazacag
gagaatttaa
goggeegecy

dadaaccaaa

aaaaccgatg
gtgaagtcat
aaatgaaaac
tttgtaatta
caaaccaaac
atogetgagg
aattttattt
tteattttte
gtatagagta
acecgetgege
gtgtgttget
caatatgttg
caccggatta
tcececttttet
aatgagacgc
atcatggaga
gtaacagttt
tegggegegg
gaggegttac
ccgeccetgg
caacacecge
ctectgggeg
gaccaacaaa
ctggecetge
agatgataac
ctcccgecat
tgttettgac
gaggctacaa
taaatacgac
tettaaagac
geogetocag

aactcactct

51

tttaatcaag
geatectttta
tgtcgacaag
ttgaataata
gcaacaagaa
taatatttaa
tcacataaac
tecctcataaa
aattttttgt
atagttttte
ttaattatta
ceggeatagt
acataacttt
atactattgt
acaaactaat
taattaaaat
tgtaataaaa
atcagatectg
cgcagaagaa
ctegtecace
ctetecegea
gtggacatga
atctctatac
teccceatea
tttgtaacaa
acaatcccce
teccactattg
acctctagaa
caggactaca
cececacttg
aattctagaa

cttcaaggaa

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

41490

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

47490

4800

4860

4820

4580



atcegtaatg
tacagggaaa
gtgatggatg
ttectggoce
atcgtecgage
ggcggegget
atcgategtg
getgaagagg
ccagacgcac
atttattaag
aataattcat
tecagegtett
cgattagttt
tegetcaacg
gtttgtgttt
tttetttcat
tggacatatt
ccctegtegt
attgtgtcgg
gattgeggge
acgttagaaa
ggcggatggtyg
ggaggcggag
ttaggcaaca
accggtetga
tegtcectaaag
gacatcgatg
ggeggeggtyg
accggcgcag
ggtggtggea
gtaatttcge
ttgtaaagag

cageattgta

ttaaacccga
cttggacceg
ttttecettgt
aacacgetet
cttecatgggt
geccaataat
tecatctggga
aggaaattet
ctetgtteac
cgetagatte
taaatttata
tatatctgaa
caaacaagqg
ccacaaaact
tgttttgtaa
cactgtegtt
taacateggg
tagaagttge
ctaacacgte
gtttttggge
gegatggtge
gagctgatga
geggaggtgg
cagtcggeac
gacgagtgeg
gtgcageggy
gtggtggtgyg
cegecggtat
gegeegetgy
attcaatatt
tatcgtttac
attgtectcaa

gtggcgagac

cacgatgaag
cttecatggaa
tgteaacatyg
gogttgagqac
gggcagcaac
gaacctteac
gaaattctac
ccttgaagtt
tggtecggeyg
tgtgegttgt
atectttaggg
tttaaatatt
ttgtttttae
tgccaaatct
taaaggtteg
agtgtacaat
cgtgttaget
tteegaagac
cgegatcaaa
gggtttcaat
aggeggtggt
taaatctace
tggecggtgat
ctecaactatt
attttttteg
ttgaggttee
tggtggagge
aatttgttet
ctgcacaacg
ataattggaa
cgtgcecgata
getegeoegea

acttegetgt
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cttgtegttg
gacagctteco
cgteccacta
cecgactatg
aacgagtacce
tetgagtaca
aagecccateg
tcectggtgt
tattaaaaca
tgatttacag
tggtatgtta
aaatcctcaa
gaaccgatgg
tgtagcagca
acgtcgttca
tgactcgacy
ttattaggec
gattttgeca
tttgtagttg
ctaactgtge
aacatttcag
atcggtggag
gcagacggeg
gtactggttt
tttetaatag
gteggeatty
getggaatgt
ggtttagttt
gaaggtcgtc
tacaaatcgt
tttaacaacc
cgcegataac

cgtcegacgta

gatggaaagg
ccattgttaa
gacccaaceyg
taccteoatga
gcatcageet
ccaactegtt
tttacatecgg
tcaaagtaaa
cgatacattg
acaattgttg
gagegaaaat
tagatttgta
ctggactatc
atctagecttt
aaatattatg
taaacacgtt
gattateogte
tagecacacyg
agectttttgg
ccgattttaa
acggcaaatce
gcgeaggegy
gtttaggcte
cgggegecgt
cttccaacaa
gtggageggg
taggcacggg
gttegaegeac
tgettegagyg
aaaaatctge
gctcaatgta
aagcctttte

catgtatget

52

azaagagttc
cgaccaagaa
ttgttacaaa
cgtgattagg
ggctaagaag
cgaacagtte
taccgactct
ggagtttgea
ttattagtac
tacgtatttt
caaatgattt
aaataggttt
taatggattt
gtcgatatte
cgcttttgta
aaataaagcet
gtcgtecccaa
acgceectatta
aattatttet
ttcagacaac
tactaatgge
ggctggegge
aaatgtctcet
ttttggtttg
ttgttgtetg
cggcaattea
agaaggtggt
gattgtggge
cagegettgg
tataageatt
agcaattgta
atttttacta

ttgttgteaa

5040

51090

5160

5220

5280

53490

5400

5460

5520

5580

56440

5700

5760

5820

5880

5949

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6429

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6340

6900

6960



aaacgtegtt
tgtegtaaat
gatgcgoatc
tacgattegt
actgcazaaa
ttttatagea
ttaacgctga
tetattttaa
cegatttatt
ttattagaca
acataaaact
acggattgtg
gtccggaaaa
aacatacaag
gctcacaatt
atgagtgagc
cctgtegtge
tgggegoetet
ageggtatea
aggaaagaac
getggegttt
tcagaggtgyg
cctocgtgege
ttegggaage
egttegetec
atccggtaac
agccactggt
gtggtggect
gecagttace
tageggtggt
agatcetttg

gattttggte

ggcaagettt
gttgtttttyg
aattttgttyg
catggccace
cgtcaaaact
caagecccact
cgaaataaaa
teacggttee
tgaaacacta
gctgtgtgaa
cgaaaatgte
caaacacgaa
aattcgacac
ttgctaacgt
ccacacaaca
taactcacat
cagctgcatt
tecgettect
getcacteaa
atgtgagcaa
ttecatagge
cgaaacccga
tetectgtic
gtggegettt
aagctggget
tatcgtcttg
aacaggatta
aactacggct
ttecggaazaa
ttttttgttt
atetttteta

atgagattat

aaaatattta
ataatttgeg
ttectattat
acaaatgcta
cggtataaaa
agcaaattgt
gttcaccagt
atcaacaace
caaattaaaq
gcgectcaacg
ttatattteg
aactcactta
acaactatge
aatcatggte
tacgagecegg
taattgogtt
aatgaatcgg
cgetcactga
aggeggtaat
aaggccagea
tecegeececee
caggactata
cgacectgee
ctecatagete
gtgtgecacga
agtccaacce
gcagagcgag
acactagaag
gagttggtag
gcaagcagea
cggggtotga

caaaaaggat
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aaagaacatc
cttcegeagt
tgaataaata
cgctgcaaac
taatcaacqgg
atttgeagaa
taatgagcga
aagtgatcgt
gegagettte
atttgcacaa
aagcacttga
gegtgcacga
acgtttegtt
atagctgttt
aagcataaaqg
gcgctcactg
ccaacgcegeg
ctegetgege
acggttatec
aaaggeccagg
tgacgagceat
aagqataccaqg
gettaccgga
acgetgtagyg
accccecgtt
ggtaagacac
gtatgtagge
gacagtattt
ctettgatece
gattacgege
cgetcagtgg

cttcacctag

tetgtteage
atsgacacgt
agattgtaca
gctggtacaa
gegectttgge
aacaattteg
ccacccaaat
gatggactac
gtacecaactt
gcacaattte
tegegtgtat
cggcacgttg
tgactggtac
cctgtgtgaa
tgtaaagcet
ccegetttec
gggagaggcg
teggtegtte
acagaatcag
aaccgtaaaa
cacaaaaate
gegtttecce
tacctgtceg
tatcteagtt
cagoccgace
gacttatcge
ggtgctacag
ggtatctgeg
ggcaaacaaa
agaaaaaaag
aacgaaaact

atecttttaa

53

accactgtgt
tcananaaatt
gattcatate
ttttacgaaa
aaaatatcta
gogeacaatt
tttataaaaa
attgactgte
gttageaata
atacacaacg
gtttgegatt
gagtatttta
gcggegtgtt
attgttatcc
ggggtgccta
agtegggaaa
gtttgegtat
ggctgeggeg
gggataacge
aggeccgegtt
gacgcteaag
ctggaagete
cetttctcce
cggtgtaggt
getgegectt
cactggcage
agttecttgaa
ctctgctgaa
ccacegetgg
gatctecaaga
cacgttaagy

attaaaaatyqg

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7820

7580

8040

8100

81le0

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880
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15

aagttttaaa
aatcagtgag
cecegheghg
gataccgega
aagggeccgag
ttgcegggaa
tgctacagge
ccaacgatca
cggteccteeg
agcactgcat
gtactcaacc
gtcaatacgg
acgttctteg
acccactcgt
agcaaaaaca
aatactcata
gagecggatac
teccegaaaa
aaataggegt
ctgacacatg
acaagcccgt
ggcatcagag
cgtaaggaga
agggcgateg
aaggcgatta
cagtgecc
<210>9

<211> 20
<212> PRT

tcaatctaaa
gcacctatet
tagataacta
gacccacget
cgeagaagtyg
gctagagtaa
atecgtggtgt
aggegagtta
atcgttgtca
aattctctta
aagtcattct
gataataceg
gggegazaac
gcacccaact
ggaaggcaaa
ctetteeottt
atatttgaat
gtgccacctg
atcacgagge
cagctcecgg
cagggcgagt
cagattgtac
aaataccegea
gtgegggect

agttgggtaa

<213> Circovirus porcino

<400> 9

gtatatatga
cagcgatetg
cgatacggga
caccggctece
gteetgeaac
gtagttcgec
cacgctegtce
catgatcace
gaagtaagtt
ctgtcatgec
gagaatagtg
cgecacatag
tetecaaggat
gatcttcagce
atgocgcaaa
ttcaatatta
gtatttagaa
acgtctaaga
cotttegtet
agacggtcac
cagegggtgt
tgagagtgea
teaggegeca
cttegetatt

cgecagyggtt
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gtaaacttgg
tetatttogt
gggcttacca
agatttatea
tttatecgee
agttaatagt
gtttggtatg
catgttgtge
ggccgcagtg
atccgtaaga
tatgcggcga
cagaacttta
cttacegetg
atcttttact
aaagggaata
ttgaageatt
aaataaacaa
aaccattatt
cgegagttte
agecttgtetg
tggegggtgt
ccatatgegg
ttegacatte
acgceagetg

tteccagtea

totgacagtt
teatceatag
tctggeccea
gcaataaace
tecatecagt
ttgcgcaacg
gcttcattca
aaaaaagcgyg
ttatcactca
tgcttttctg
ccgagttget
aaagtgctca
ttgagateca
ttcaccagcg
agggcgacac
tatcagggtt
ataggggtte
atcatgacat
ggtgatgacg
taageggatg
cggggetgge
tgtgaaatac
aggctgegea
gegaaagggyg

cgacgttgta

accaatgett
ttgectgact
gtgctgcaat
agocagecygy
ctattaattyg
ttgttgecat
gctecggtte
ttagctectt
tggttatgge
tgactggtga
cttgccegge
teattggaaa
gttegatgta
tttctgggtg
ggaaatgttg
attgteteat
cgogeacatt
taacctataa
gtgaaaacct
cegggageag
ttaactatge
cgeacagatg
actgttggga
gatgtgetge

aaacgacgge

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

1

5

His Leu Gly Gln

<210>10

<211>19
<212> PRT

<213> Circovirus porcino
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<400> 10
Pro Arg His His Tyr Arg Prc Arg Arg Lys Asn Gly Ile Phe Asn Thr
1 5 10 15

Thr Leu Ser

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

<220>
<223> Esta es la secuencia de aminoacidos para el circovirus porcino de tipo 2, el marco de lectura abierto 2.

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

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

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

Leu Ser Arg Thr Phe Gly Tyr Thr Val Lys Ala Thr Thr Val Arg Thr

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

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

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

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

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

145

Phe

Asn

Vval

Gln

Asn
225

Ser

Thr

Asn

Asp

Asp

210

Leu

Arg

Pro

Lys

His

155

Tyr

Lys

His

Lys

Arg

180

val

Asn

Asp

Thr

Pro

165

Asn

Gly

Ile

Pro

Ile

150

val

Gln

Leu

Pro
230

Pro

Leu

Leu

Gly

val

215

Leu

Gln

Asp

Trp

Thr

200

Thr

Lys
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Pro

Ser

Leu

185

Ala

Met

Pro

Phe

Thr

170

Arg

Phe

Tyr

Ser

155

Ile

Leu

Glu

val

Tyr

Asp

Gln

Asn

Gln
220

56

His

Tyr

Thr

Ser

205

Phe

Ser Arg

Phe Gln
175

Ser Arg
120

Ile Tyr

Arg Glu

Tyr

160

Pro

Asn

Asp

Phe
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién inmunogénica que comprende la proteina ORF2 de PCV2 recombinante para uso en un método
para conferir inmunidad protectora contra los signos clinicos de la infeccion por PCV2 en un cerdo, en donde dicho
método consiste en la administracion de una dosis de dicha composicion inmunogénica a dicho cerdo.

2. La composicién inmunogénica de la reivindicacion 1 para el uso de la reivindicacion 1, en donde dicha proteina
recombinante ORF2 de PCV2 se puede obtener al permitir la infeccién de células susceptibles en cultivo con un
vector viral recombinante que contiene secuencias codificantes de ADN de ORF2 de PCV2, en donde la proteina
ORF2 es expresada por el vector viral recombinante, y posteriormente recuperando dicha ORF2 en el sobrenadante.

3. La composicién inmunogénica de la reivindicacion 1 o 2 para el uso de la reivindicacion 1 o 2, en donde dicha
proteina recombinante ORF2 de PCV2 es una proteina recombinante ORF2 de PCV2 expresada en baculovirus.

4. La composicién inmunogénica de la reivindicacion 3 para el uso de la reivindicacién 3, en donde dicha
composicion inmunogénica comprende baculovirus inactivado y sobrenadante de cultivo celular.

5. La composicion inmunogénica de uno cualquiera de las reivindicaciones 2 a 4 para el uso de una cualquiera de
las reivindicaciones 2 a 4, en donde dicho vector viral se inactiva mediante la adicién de BEI.

6. La composicion inmunogénica de la reivindicacion 5 para el uso de la reivindicacion 5, en donde dicho BEI se
neutraliza con tiosulfato de sodio.

7. La composicion inmunogénica de uno cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 para el uso de una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 6, en donde dicha composicidon inmunogénica comprende un adyuvante.

8. La composicion inmunogénica de la reivindicacion 7 para el uso de la reivindicacién 7, en donde dicho adyuvante
se selecciona del grupo que consiste en polimeros de acido acrilico o polimeros de acido metacrilico.

9. La composicién inmunogénica de la reivindicacion 7 u 8 para el uso de la reivindicacién 7 u 8, en donde dicho
adyuvante es un carbémero.

10. La composiciéon inmunogénica de una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9 para el uso de una cualquiera de
las reivindicaciones 7 a 9, en donde dicha composicién inmunogénica comprende 500 ug a 5 mg de adyuvante por
dosis.

11. La composicién inmunogénica de uno cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 para el uso de cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 10, en donde dicha composicién inmunogénica es para administrarse junto con una composicion
inmunogénica que comprende antigeno del sindrome reproductor y respiratorio porcino (PRRS).

12. La composicion inmunogénica de la reivindicacion 11 para el uso de la reivindicacion 11, en donde dicha
composicion inmunogénica es eficaz en la prevencion de los signos clinicos de PCV2 y las manifestaciones de la
enfermedad cuando hay una infecciéon por PRRS.

13. Uso de una proteina ORF2 de PCV2 recombinante para la fabricacion de una composicion inmunogénica para
uso en un método para conferir inmunidad protectora contra los signos clinicos de infeccion por PCV2 en un cerdo,
en donde dicho método consiste en la administracion de una dosis de dicha composicién inmunogénica a dicho
cerdo.

14. El uso de la reivindicacion 13, en donde dicha proteina recombinante ORF2 de PCV2 se puede obtener al
permitir la infeccion de células susceptibles en cultivo con un vector viral recombinante que contiene secuencias
codificantes de ADN de ORF2 de PCV2, en donde la proteina ORF2 es expresada por el vector viral recombinante, y
recuperando posteriormente dicha ORF2 en el sobrenadante.

15. El uso de la reivindicacion 13 o 14, en el que dicha proteina recombinante ORF2 de PCV2 es la proteina
recombinante ORF2 de PCV2 expresada en baculovirus.

16. El uso de la reivindicacion 15, en el que dicha composicidon inmunogénica comprende baculovirus inactivado y
sobrenadante de cultivo celular.

17. El uso de cualquiera de la reivindicacién 14 - 16, en el que dicho vector viral se inactiva mediante la adicion de
BEI.

18. El uso de la reivindicacién 17, en el que dicho BEI se neutraliza con tiosulfato de sodio.

19. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 13 a 18, en el que dicha composiciéon inmunogénica comprende
un adyuvante.

20. El uso de la reivindicacion 19, en el que dicho adyuvante se selecciona del grupo que consiste en polimeros de
acido acrilico o polimeros de acido metacrilico.
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21. El uso de la reivindicacién 19 o 20, en el que dicho adyuvante es un carbémero.

22. El uso de cualquiera de la reivindicacion 19 a 21, en el que dicha composicién inmunogénica comprende 500 ug
a 5 mg de adyuvante por dosis.

23. El uso de uno cualquiera de la reivindicacion 13 a 22, en el que dicha composicion inmunogénica es para
administrarse junto con una composicién inmunogénica que comprende el antigeno del sindrome reproductor y
respiratorio porcino (PRRS).

24 El uso de la reivindicacion 23, en el que dicha composicion inmunogénica es eficaz en la prevencion de los
signos clinicos de PCV2 y las manifestaciones de la enfermedad cuando hay una infeccion por PRRS.
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F1G. 2(a)
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FIG. 2(b)
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