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1. Yo, Luz Clemencia DE PAEZ, en mi condicién de apodierada de la sociedad

solicitante de la patente de la referencia, me refiero al oficio Nq. 8295 notificado por

fijacion en lista el 7 de mayo de 2013. |

I
l
|
2. Mediante memorial del 30 de julio de 2013 se solicitd opog‘tunamente plazo para
responder la accién oficial. ,'

l

|

3. Mediante oficio No. 8295 se puso en conocimiento del sol;icitante el informe que -
contiene las observaciones hechas por su Despacho sobre lal presente solicitud de

|
patente. Las observaciones realizadas en el oficio se refieren a la claridad del pliego

reivindicatorio, a la claridad del capitulo descriptivo y a la novedaq de la reivindicacion 1
-en vista del documento D2: WO 2007/094893. :

4. Respuesta a las objeciones

|

De este modo y con el objeto de atender las objeciones !arriba mencionadas, se

- . . 1
desea presentar las siguientes modificaciones, aclaraciones y argumentos:

. “EXCELENCIA LEGAL EN UN MUNDO SIN FRONTERAS” |
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4.1 Modificacion de una solicitud en tramite

i
,|
|
|
|
|

De acuerdo con el articulo 34 de la Decision 486 de la Comisic’:n’ de la Comunidad

Andina, donde se establece que la modificacion de una solicitud es posible en cualquier
L. . . . . ly: . .

momento del tramite mientras no implique una ampliacion de la solicitud inicial, me

permito presentar un nuevo pliego reivindicatorio conformado por 1 rqivindicacién. junto

|

con un nuevo capitulo descriptivo. ‘

|

Se han introducido las siguientes modificaciones al capitulo reivindicatorio:

l

|

e  Se modifics la reivindicacién 1 /
|

La reivindicacién 1 se modificé para especificar las secuencias de la proteina PCV-

2 ORF-2, lo cual esta soportado en la descripcion en la pagina 15, Iinelas 38 a 39. De esta

manera se limitd la invencion y respetuosamente se solicita aceptar este nuevo pliego
reivindicatorio y otorgar la patente solicitada. ||

|

4.2 Descripcion ,

Se definié la marca Ingelvac® CircoFLEX™ en la descripcién e!n la pagina 23, linea
19. Por otro lado, no estamos de acuerdo con la objecion del IExaminador ya que
consideramos que la composicion inmunogénica que se reclama en |ia reivindicacion 1 si
esta completamente descrita en la descripcién como se observa desd;e la pagina 13 hasta

la 23. '

Asi, se considera que la descripcion de la presente solicitud cumple con los
requerimientos establecidos en el Articulo 28 de la Decision 48é y que la objecion

formulada por el Examinador se ve superada.

|
|
|
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4.3 Argumentos con respecto a la falta de Novedad

De acuerdo al articulo 16 de la Dec. 486, se determina:

Articulo 16: Una invencion se considerara nueva cuando no esté comprendida en el estado

de la técnica.

“El estado de la técnica comprendera todo lo que haya sido accesible al publico por una
descripcidn escrita u oral, utilizacién, comercializacién o cualquier otro medio antes de la

fecha de presentacion de la solicitud de patente, o en su caso, de la prioridad reconocida.”

La novedad de una invencién se evallia a través de la comparacion uno a uno de

sus caracteristicas esenciales. De este modo, una_invencién puede ser objetada por

novedad cuando sus caracteristicas esenciales son exactamente iguales a las de un

antecedente que represente el estado de la técnica conocido al momento de presentar la !

solicitud. Por lo tanto en caso que llegue a existir al menos una diferencia en dicha

comparacion, se afirma que la invencién Sl cumple con el requisito de novedad.

Con base en lo anterior, respetuosamente manifestamos nuestro desacuerdo con

el analisis llevado a cabo por el Examinador y con las conclusiones del mismo vy
solicitamos atentamente la reconsideracién de las razones por las cuales se objeta la
novedad, ya que es claro que dicha anterioridadr no afecta la novedad del nuevo capitulo
reivindicatorio. Se debe tener en cuenta que el objeto de la presente invencion es una
composicién efectiva para la proteccién inmunitaria en cerdos contra infecciones
concomitantes con uno o mas patdégenos que no sea PCV2, mientras que el objeto de la
solicitud relacionado en el documento D1 solo refiere a la composicion para las

infecciones con PCV2.

4.4 Conclusiones

A partir de la modificacion del pliego reivindicatorio, se superaron las objeciones de

claridad y de novedad y con lo anterior, se ven satisfechos todos los requisitos




imprescindibles para que el presente Despacho otorgue el derecho de patente a la

invencién de la presente solicitud.

5. Puesto que se ha dado respuesta a todas las objeciones formuladas por e
Examinador, se solicita atentamente proceder al otorgamiento de la solicitud de patente
En este sentido, respetuosamente recordamos al Examinador que la patente no podra ser
negada con base en objeciones diferentes a las expuestas en la accién oficial No. 8295
toda vez que al no haber sido trasladadas a mi representada, dicha decisién violaria tanto
el tenor literal del articulo 45 de la Decisién 486 como el derecho constitucional al debido
proceso. En este evento, y con base en el inciso 2 del articulo 45, respetuosamente
solicitamos al Examinador expedir una nueva accion oficial que permita a mi representada
contra argumentar las mismas o modificar la solicitud con el fin de cumplir los requisitos

de patentabilidad.
6. Anexos
¢ Nuevo pliego reivindicatorio conformado por 1 reivindicacién

e Nuevo capitulo descriptivo

Seiior Director,
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C.C. 35.456.344 de Usaquén
T.P.A. No. 23.555
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COMPOSICION INMUNOGENICA DE PCV-2 ORF-2 Y PORTADORES VETERINARIOS
ACEPTABLES

I
|
|
|
LISTADO DE SECUENCIAS |
Esta solicitud contiene un listado de secuencias en formato papel y erl{ formato legible por

ordenador, cuyas ensefianzas y contenido se incorporan por la preserine como referencia.
El listado de secuencias es idéntico al incorporado en WO06/072065. |

|
|

' , |

ANTECEDENTES DE LA INVENCION |

Campo de la Invencion;

La presente invencion se refiere al campo de la medicina veterin?ria, en particular al

campo de las enfermedades infecciosas. Ademas, la presente invencion se refiere a un
. . . . | .

método para reducir infecciones concomitantes en cerdos causadaIs por patdgenos que

no son PCV-2. "

|

Antecedentes

En 1996 se describi6 una nueva enfermedad emergente derlaominada "Sindrome
Multisistémico de Emaciacion Posdestete" (PMWS, del inglés "Postv'veaning Multisystemic
Wasting Syndrome"} en referencia a varios casos observados erl1 Canada cinco afnos
antes (Clark T. Pathology of the Postweaning Multisystemic Wastihg Syndrome of Pigs.
1996 p. 22-5). Se identificd el circovirus tipo 2 (PCV2) como un age’lnte causante esencial
de dicho sindrome. Desde entonces el PMWS ha sido observado jen virtuaimente todas
las regiones del mundo que producen cerdos (Brunborg IM, Moldal T, Jonassen CM. J
Virol Methods 2004 15 diciembre; 122 (2): 171-8). Los cerdos de 5 :L\ 15 semanas de edad
son los afectados mas habitualmente (Allan G, McNeilly F. PM'{NS/PCVD: Diagnosis,
Disease and Control: What do we know? 2006 16 Julio-2006 19 Ju'JIio; 2006; Allan GM, y
col., Vet Microbiol 2004 4 Febrero; 98 (2). 165-8; Chae C. Vet J 20?4 Julio; 168 (1). 41-9).
Los sintomas clinicos incluyen un marcado aumento de la tdsa de mortalidad, de
emaciacioéon, un crecimi.ento generalizado de linfonodos, sint!omas respiratorios v,
ocasionalmente, palidez, ictericia y diarrea (Chae C. Vet J 2005 !Mayo; 169 (3): 326-36;
Segales J. y col. Vet Microbiol 2004 4 Febrero; 98 (2): 151-8). Estos sintomas clinicos no
son observados todos al mismo tiempo en una misma piara dl'le cerdos afectada por
PMWS, pero parece que la expresidbn de sintomas cIinifcos esta relacionada
indirectamente a co-patégenos especificos de granja que atacan preferencialmente a
diferentes sistemas de érganos (Krakowka S. y col., Vet Pathol :2001 Enero; 38 (1): 31-
42). Investigaciones epidemiolégicas han demostrado que el virus del sindrome
respiratorio y reproductor porcino (PRRSV, del inglés "Por%:ine Reproductive and

Respiratory Sindrome Virus"), el virus de gripe porcina (SIV, del; inglés "Swine Influenza

|
|
l
jf
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Virus"), el parvovirus porcino (PPV), Haemophilus paq’asuis, Actinobacillus

pleuropneumoniae (APP), Streptococcus suis y Mycoplasma hyqbneumoniae (Chae C.
!

Vet J 2004 Julio; 168 (1): 41-9) son observados muy habitualmente},’ en combinacién con el
|

sindrome de la enfermedad. |
|
|

{
Para la produccion de PMWS se ha postulado la activacion del sistema inmune como un

evento fundamental (Krakowka S. y col., Vet Pathol 2001 Enero; é8 (1): 31-42). Aunque la
inoculacion experimental sélo con PCV2 unicamente produjo Jignfecciones clinicamente
asintomaticas y una evidencia histolégica muy modesta de inflai'macién, la infeccién dual
con PCV2 y PPV o PRRSV dio como resultado sintomas clinic,c')s mas severos, lesiones
flagrantes e histoldgicas, una carga viral mayor de PCV2 y mas dispersa en los tejidos
afectados. Estos descubrimientos parecen estar provocados predominantemente por
PCV2 ya que la infeccion con PRRSV o PPV por si solos no p’r,"odujo sintomas o lesiones
clinicas comparables (Allan y col., J Comp Pathol 1999 Julio; /121 (1): 1-11; Allan GM, y
col., Arch Virol 2000; 145 (11): 2421-9; Harms PA, y col., Vet Pathol 2001 Septiembre; 38
(5): 528-39; Krakowka S, y col., Vet Pathol 2000 Mayo; 37 (3):/254-63; Ostanello F, y col.,
Vet Microbiol 2005 1 Julio; 108 (3-4): 179-86; Rovira A, y coI’f., J Virol 2002 Abril; 76 (7):
3232-9). Adicionalmente, también podria lograrse un aumento similar de la severidad de
la enfermedad en ausencia de otros agentes co-infectantes si los cerdos fueran
inmunoestimulados con hemocianina de lapa californianea’ en adyuvante de Freund
incompleto (KLH/ICFA) (Krakowka S. y col., Vet Pathol 2001 Fnero; 38 (1): 31-42).
|

Los efectos de PCV2 en el sistema inmune del cerdo no se,;'conocen completamente. Se
ha publicado que las principales células diana de la replica"cién de PCV2 es el Iinaje de
monocitos/macréfagos, asi como otras células que preserf{tan antigenos tales como las
células dendriticas foliculares (Darwich L, y col., Arch Virol 2004 Mayo; 149 (5): 857-74).
Diversos estudios sugirieron que el PCV2 infecta células,flque se dividen, macréfagos y
linfocitos B, induciendo la apoptosis de las células B, lo qfue produce dafio en los tejidos
linfoideos y da como resultado un agotamiento extensivol'!de linfocitos (Darwich L, y col.,
Arch Virol 2004 Mayo; 149 (5). 857-74). En particular, Iibs cerdos afectados de PMWS
muestran infiltracion histiocitica y agotamiento de linfocitos en centros de foliculo y en
zonas parafoliculares; sintomas asociados a la presencia de PCV2 (Segales J. y col. Vet
Microbiol 2004 4 Febrero; 98 (2): 151-8; Darwich L, y col",., Arch Virol 2004 Mayo; 149 (5):
857-74). Estos hechos han llevado a algunos a sugerir,’que la infeccion de PCV2 podria
causar inmunosupresion (Darwich L, y col.,, Arch Viriéal 2004 Mayo; 149 (5). 857-74;
Krakowka S, y col., Viral Immunol 2002; 15 (4): 567-82).}!’

|

Los métodos para tratar las infecciones de PCV2, en,,‘particular de PMWS, basados en
una vacuna de ADN se describen en la Patente de EEiJU N° 6.703.023. En el documento

/
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WO 03/049703 se describe la produccién de una vacuna quimérica viva, que com‘prende
un esqueleto de PCV1 en el que un gen inmunogénico de una cepa patdgena de PCV2

|
sustituye a un gen del esqueleto del PCV1. El documento WO99/18214 ha propor,'cionado
varias cepas de PCV2 y procedimientos para la preparacién de una vacuna mL;'Jerta de
PVC2. En el documento WO06/072065 se ha mostrado una vacuna de subunidades
eficaz basada en la ORF-2. Cualquiera de dichas vacunas tiene el objetivo de se:r usadas

en la vacunacion/tratamiento de cerdos contra PMWS. !

|

|

No existen publicaciones acerca del impacto potencial de las infecciones del PC;'VZ sobre
la incidencia de infecciones concomitantes provocadas por varios_patégenos jde cerdo
relevantes. Particularmente, no hay nada publicado acerca del impacto potencial del
PCV2 sobre patégenos especificos, tales como Actinobacillus pleuropn%;\umoniae,
Haemophilus parasuis, Mycoplasma hyorhinis, Pasteurella multocida, PRRSV, $a|monel|a
spp., SIV o Strepococcus suis. Ademas, aunque se conozcan durante un bre;ve tiempo
diferentes vacunas de PCV2, su impacto en infecciones concomitantes diferen"tes alade

PCV2 en cerdos todavia se desconoce. '

|

|
BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS |
Figura 1: Perfil de viremia de PCV2. Se tomaron muestras de sangre de animales
preseleccionados tratados con placebo (Figura 1A; n=110) y de animales”, vacunados
(Figura 1B; n=1A10) a los tiempos indicados. En base a los resultados de PCR ,."cuantitativos
los animales se agruparon en clases de animales con cargas viricas subclinicas (10* - 10°
gE/mL) y con cargas viricas clinicas relevantes (> 10° gE/mL). Las baﬁ'ras blancas
representan la proporcion de animales con cargas viricas subclinicas y las barras negras
ilustran la proporcion de animales con cargas viricas clinicas relevantes por dia de

muestreo. ,

|

DESCRIPCION DE LA INVENCION |
La presente invencidn esta basada en el descubrimiento sorprendente de ,:fque la vacuna
de PCV2 no solo no puede reducir el porcentaje de infecciones de PCV2 en cerdos o en
piaras de cerdos, sino que tampoco puede reducir el porcentaje g‘ijel infecciones
concomitantes causadas por patdgenos diferentes a circovirus, en particu_"!ar diferentes a
PCV2. !',
I
fl
Por tanto, de acuerdo con un aspecto, la presente invencién se refiere a ;'un método para
reducir las infecciones concomitantes en cerdos o en una piara de cerdos;' provocadas por
uno 0 mas patogenos diferentes al PCV2, que comprende la etapa ée administrar a
dicho(s) cerdo(s) una cantidad efectiva de antigeno de PCV2 o de tl-hlna composicion

inmunogénica que comprende antigeno de PCV2. |
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El término "infecciones concomitantes” tal como se usa en la presente memoria significa, |
aunque no se limita a ello, cualquier infeccion de cerdos provocada por patdgenos viricos, ;’
bacterianos, fungicos o0 gusanos que no sean circovirus, en particular que no sean PCV2. ,,"
El término "patdgeno concomitante” tal como se usa en la presente memoria significa,;"
aunque sin limitarse a ello, un patégeno de cerdo que no es circovirus, en particular un;
no es PCV2. Por tanto, de acuerdo con otro aspecto, la presente invencién proporciona ur’1
método para reducir el porcentaje de infecciones concomitantes en cerdos o en una piar‘,é
de cerdos provocadas por uno o mas patégenos viricos, bacterianos, fungicos o de
gusanos, diferentes a circovirus, en particular diferentes al PCV2, que comprende la etapa
de administrar a dicho(s) cerdo(s) una cantidad efectiva de antigeno de PCV2 o de ulna
composicion inmunogénica que comprende antigeno de PCV2. Preferiblemente, las
infecciones concomitantes estan provocadas por uno o mas patégenos bacterianos,
viricos o fungicos, o por combinaciones de los mismos. Mas preferiblemente, 'Ilas

infecciones concomitantes estan provocadas por uno o mas patégenos bacteriancl)s 0

viricos, o por una combinacién de los mismos. |

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencion, el término "infeccliones
concomitantes” también significa que el cerdo infectado con uno o mas patégenos
concomitantes diferentes de circovirus, en particular diferentes de PCV2, esta infg’lctado
también con PCV2. Por tanto, de acuerdo con otro aspecto, la presente invencién
proporciona un método para reducir el porcentaje de infecciones concomitantes en lrcerdos
0 en una piara de cerdos coinfectados con PCV2, en donde las infecciones conconﬁitantes
estan provocadas por uno o mas patdégenos diferentes a circovirus, en p"’articular
diferentes a PCV2, que comprende la etapa de administrar a dicho(s) cerdc?')(s) una
cantidad efectiva de antigeno de PCV2 o de una composicion inmunogénica que
comprende antigeno de PCV2. Preferiblemente, las infecciones concomitantés estan

provocadas por uno o mas patdgenos viricos, bacterianos, fungicos o de gusanc{as que no

sean circovirus, en particular que no sean PCV2.

m——

El término "coinfectado con PCV2" tal como se usa en la presente memoria significa,
aunque sin limitacion, cualquier forma de coinfeccién con PCV2, o que signi#ica que la
infeccion de PCV2 se produce antes, simultaneamente o después de la infeccion de los
patogenos que son diferentes a circovirus, en particular diferentes a PCV2. También
incluye cursos subclinicos, clinicos aparentes, fulminantes y crénicos de infecciones de
PCV2. En este contexto, los cursos aparentes no se limitan a PMWS, sino hue también
incluyen cualquier otras apariciones clinicas de infecciones de PCV2 taﬁes como el
complejo de enfermedad respiratoria porcina (PRDC, del inglés "Porciné Respiratory
Disease Complex"), el sindrome de dermatopatia y nefropatia porcina (PDNS, del inglés

!
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"Porcine Dermatopathy and Nephropathy Syndrome"), el fallo reproductivo, la enteritis
granulomatosa, potencialmente, temblores congénitos (CT-A‘iII) y miocarditis perinatal
(Chae, Veterinary J., 2005; 169: 326-336). |

!
Sin embargo, el término "infeccién concomitante” no signifi’\’ca necesariamente que el

cerdo o la piara de cerdos estén coinfectados con PQ‘IVZ. El término ‘“infeccion
concomitante" también se refiere, aunque sin limitacion, a ca,"sos en los que los cerdos o
las piaras de cerdos son expuestos a PCV2, o en los que ex,alste riesgo de ser infectados
con PCV2. Por tanto, de acuerdo con otro aspecto, la presegﬁte invencidén proporciona un
método para reducir el porcentaje de infecciones concomitan"'tes en cerdos 0 en una piara
de cerdos expuestos a PCV2, o en peligro o susceptibles de," ser infectados con PCV2, en
donde las infecciones concomitantes estan provocadas / por uno o mas patdgenos
diferentes a circovirus, en particular diferentes a PCV2, ,:'que comprende la etapa de
administrar a dicho(s) cerdo(s) una cantidad efectiva de "antigeno de PCV2 o de una
composicion inmunogénica que comprende PCV2. Preferiblemente, las infecciones
concomitantes estan provocadas por uno o mas patégeno}j’s viricos, bacterianos, fungicos

. . . {
o de gusanos que no sean circovirus, en particular que no sean PCV2.

!
|
1

La expresion "el porcentaje de infecciones concomitantl,'tes se reduce" significa que el
numero de cerdos infectados con un patégeno que no es;" circovirus se reduce para dicho
patégeno en mas de un 10%, preferiblemente en mas de ;'un 20%, mas preferiblemente en
mas de un 30%, incluso mas preferiblemente en r,{més de un 40%, incluso mas
preferiblemente en mas de un 50%, incluso mas prefc%riblemente en mas de un 60%,
incluso mas preferiblemente en mas de un 80%, incluso ’»'més preferiblemente en el 100%,
en comparacion con un grupo de control no vacunadq"v. En este contexto, la expresion
"grupo de control no vacunado" significa un grupo de cefrdos al que no se ha administrado
una cantidad efectiva de antigeno de PCV2 o de unl',a composicién inmunogénica que
comprende antigeno de PCV2. Por tanto, de acuer‘ciio con otro aspecto, la presente
invencion también proporciona un método para red("ucir el porcentaje de infecciones
concomitantes en cerdos o en una piara de cerdos prq"vocadas por un patdgeno diferente
a PCV2, que comprende la etapa de administrar a dicfmo(s) cerdo(s) una cantidad efectiva
de antigeno de PCV2 o una composicién inmunog,'énica que comprende antigeno de
PCV2, en donde el nimero de cerdos infectadoé con dicho patdgeno diferente a
circovirus, se reduce para dicho patégeno en mas de}' un 10%, preferiblemente en mas de
un 20%, mas preferiblemente en mas de un 30%, in?‘lluso mas preferiblemente en mas de
un 40%, incluso mas preferiblemente en mas de un ,SO%, incluso mas preferiblemente en
mas de un 60%, incluso mas preferiblemente e"n mas de un 80%, incluso mas.
preferiblemente en el 100%, en comparacion con" un grupo de control no vacunado.
Preferiblemente, la infeccidon concomitante esta /provocada por un patdégeno virico,
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bacteriano o flungico diferente a circovirus, en particular difefente a PCV2. Mas
preferiblemente, dichos cerdos o piara de cerdos estan coinfectadgﬁs con PVC2 tal como

!
se ha definido anteriormente, han sido expuestos a PCV2 o estan en peligro o son

!
{

susceptibles de ser infectados con PCV2. |

Las infecciones concomitantes provocadas por un patégeno viric%'o, bacteriano o fungico
diferente de circovirus, en particular diferente de PCV2, pueden pf"rovocar en los animales
infectados sintomas entéricos, respiratorios, reproductivos, del siétema nervioso central o .
del sistema locomotor. La incidencia de cualquiera de di,t';hos sintomas clinicos,
provocados por los respectivos patdgenos, puede reducirse. Por tanto, de acuerdo con
otro aspecto, la presente invencion se refiere a un método para reducir el porcentaje de
infecciones concomitantes en cerdos o en una piara de cerdos provocadas por uno 0 mas
patoégenos entéricos, respiratorios, reproductivos, del sisterr]’a nervioso central o del
sistema locomotor, diferentes de PCV2, que comprende la etapa de administrar a dicho(s)
cerdo(s) una cantidad efectiva de antigeno de PCV2 o de unai'composicién inmunogénica
que comprende antigeno de PCV2. Preferiblemente, dichos‘;! cerdos estan coinfectados
con PVC2 tal como se ha definido anteriormente, han sido e)é'puestos a PCV2 o estan en
peligro o son susceptibles de ser infectados con PCV2. Mé§' preferiblemente, el numero
de cerdos infectados con un patégeno entérico, respiratori'o, reproductivo, del sistema
nervioso central o del sistema locomotor diferente de circovirus, se reduce para dicho
patégeno entérico, respiratorio, reproductivo, del sistema r}ervioso central o del sistema
locomotor en mas del 10%, preferiblemente en mas del 20"/;';, mas preferiblemente en mas
del 30%, incluso mas preferiblemente en mas del 40%, im‘lcluso mas preferiblemente en
mas del 50%, incluso mas preferiblemente en mas del 60"’6, incluso mas preferiblemente
en mas del 80% e incluso mas preferiblemente el 100%, eIA comparacion con un grupo de

control no vacunado. /

Por ejemplo, los patogenos entéricos son Lawsonia intral'cellularis, E. coli, Streptococcus
suis, Clostridium spp, Salmonella spp., Brachyspira sp?lp., rotavirus o coronavirus. Los
patdégenos respiratorios son por ejemplo PRRSV, Mycoplasma hyopneumoniae, M.
hyorhinis. Los patdgenos reproductivos por ejemplo son Leptospira spp., PRRSV,
Chlamydia spp. Los patégenos del sistema locomotor son por ejemplo S. suis, M.
hyorhinis, Erysipelotrix rusiopathiae. Los patégenos de,'ll sistema nervioso central son por
ejemplo el virus de la Pseudorrabia, S. suis., Haemoph}"lus sp.
|

En general, la expresion "patégeno diferente de PCV2" significa, aunque sin limitacion,
uno o méas de los patégenos seleccionados del grupoque consiste en: Actinobacillus suis;
Arcanobacterium pyogenes; Actinobacillus pleuroprfeumonia (APP); virus de la fiebre
porcina africana; Aspergillus spp.; Astrovirus; Ascarifs suum; Blastocystis spp.; Bordetella

!
{

|
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bronchiseptica; Brachyspira spp., B. hyodysenteriae, B. pilosicoli; Brucella suis, E’,a'rucella
suis biovars 1, 2 'y 3; Candida spp.; viirus de la fiebre porcina clasica;Clostridium s‘l‘pp., en
particular C. difficile, C. perfringens tipos A, B y C, C. novyi, C. septicum, C. diff,icile, C.
tetani; Chlamydia spp., Cryptosporidium spp.; virus de encefalomiq"carditis;
Eperythrozoonosis suis; Erysipelothrix ruhsiopathiae; Escherichia coli; Fusariu"lm spp.;
Haemophilus parasuis; virus de la encefalomielitis hemoaglutinante; virus de He;!)atitis E;
virus de la encefalitis japonesa; Hyostrongylus rubidus; Lawsonia intra;éellularis;
Leptospira spp., L. australis, L. canicola, L. grippotyphosa, L. pom’ona, L.
icterohaemorrhagicae, L. interrogans, L. tarassovi, L. hardjo, L. sejroe, L. t(gratislava;
Mannheimia haemolytica; virus Menangle; Mycobacterium spp., M. avil'!JIm , M.
intracellulare, M. tuberculosis; Mycoplasma spp., M. hyopneumoniae, M. hyorh’inis; virus
Nipah;  Oesophagostum  spp., Oesophagostum dentatum, Oesophagostum
quadrospinulatum; Pasteurella spp., P. multocida; Penicillium spp.; adenovirL(J‘s porcino;
citomegalovirus porcino; calicivirus entéricos porcinos; picornavirus entéricos porcinos;
parvovirus porcino; coronavirus respiratorio porcino; virus PRRS; virus de pseudorrabia;,
Reovirus; Rotavirus; Rubulavirus; Salmonella spp., S. typhimurium, S. choleraesuis, S.
dublin; Sarcoptes spp.; Staphylococcus hyicus; Streptococcus spp., S. suis, S. porcinus,
S. dysgalactiae, S. dysgalactiae subsp. equisimilis; Strongyloides ransomi; virus de herpes
porcino; virus de la gripe porcina; virus de la varicela porcina; virus de gastroenteritis
transmisible; Trichuris spp. Taenia spp., Trichinella spiralis; virus de I?" estomatitis
vesicular; virus de exantema vesicular de cerdos; virus del Nilo Occidental; o ’Yersina spp.,

Y. pseudotuberculosis, Y. enterocolitica. /
|

Por tanto, de acuerdo con otro aspecto, la presente invencién se refiere a uT método para
reducir el porcentaje de infecciones concomitantes en cerdos o en una piara de cerdos
provocadas por uno o mas patégenos diferentes a PCV2, que comprencﬁe la etapa de
administrar a dicho(s) cerdo(s) una cantidad efectiva de antigeno de PCV2 o de una
composicién inmunogénica que comprende antigeno de PCV2, en donde"' los patégenos
que provocan las infecciones concomitantes se seleccionan del grupo 'qhe consiste en:
Actinobacillus suis; Arcanobacterium pyogenes; Actinobacillus pleuropn,eumonia (APP);
virus de la fiebre porcina africana; Aspergillus spp.; Astrovirus; Ascaris su.,hm; Blastocystis
spp.; Bordetella bronchiseptica; Brachyspira spp., B. hyodysenteriae, B. p'i'losicoli; Brucella
suis, Brucella suis biovars 1, 2 y 3; Candida spp.; viirus de la fiebre,'! porcina clasica;
Clostridium spp., en particular C. difficile, C. perfringens tipos A, B y," C, C. novyi, C.
septicum, C. difficile, C. tetani; Chlamydia spp., Cryptosporidium’ spp.; virus de
encefalomiocarditis; Eperythrozoonosis suis; Erysipelothrix ruhsiopathiaq’; Escherichia coli;
Fusarium spp.; Haemophilus parasuis; virus de la encefalomielitis heméaglutinante; virus
de Hepatitis E; virus de la encefalitis japonesa; Hyostrongylus rlbbidus; Lawsonia

intracellularis; Leptospira spp., L. australis, L. canicola, L. grippotyphq’sa, L. pomona, L.
|
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icterohaemorrhagicae, L. interrogans, L. tarassovi, L. hardjo, L. sejroe, L. bratislava;
Mannheimia haemolytica; virus Menangle; Mycobacterium spp., M. avium ,"M.
intracellulare, M. tuberculosis; Mycoplasma spp., M. hyopneumoniae, M. hyorhinis; \/if’irus
Nipah; Oesophagostum spp., Oesophagostum dentatum, Oesophagos},’tum
quadrospinulatum; Pasteurella spp., P. multocida; Penicillium spp.; adenovirus por,t':ino;
citomegalovirus porcino; calicivirus entéricos porcinos; picornavirus entericos porcﬁnos;
parvovirus porcino; coronavirus respiratorio porcino; virus PRRS; virus de pseudorrlfabia;
Reovirus; Rotavirus; Rubulavirus; Salmonella spp., S. typhimurium, S. choleraesu’is, S.
dublin; Sarcoptes spp.; Staphylococcus hyicus; Streptococcus spp., S. suis, S. porcinus,
S. dysgalactiae, S. dysgalactiae subsp. equisimilis; Strongyloides ransomi; virus herpes
porcino; virus de la gripe porcina; virus varicela porcina; virus de gastroenteritis
transmisible; Trichuris spp. Taenia spp., Trichinella spiralis; virus de la estomatitis
vesicular; virus de exantema vesicular de cerdos; virus del Nilo Occidental; o Yersin"’a spp.,
Y. pseudotuberculosis, Y. enterocolitica. - i
Preferiblemente dichas infecciones concomitantes estan causadas por uno o mé% de los
patdégenos seleccionados del grupo que consiste en: Actinobacillus pleuropneui'rnoniae;
Haemophilus parasuis; Mycoplasma hyrhinis; Pasteurella multocida;, PRRS; Sajmonella
spp. y Strepococcus suis. Mas preferiblemente dichas infecciones concomitantes estan
causadas por uno o mas de los patégenos seleccionados del grupo que con!siste en:
Actinobacillus  pleuropneumoniae; Haemophilus parasuis; Mycoplasma | hyrhinis;
Pasteurella multocida; PRRS; Salmonella spp. y Strepococcus suis. Mas prefer'i'blemente
dichas infecciones concomitantes estan causadas por uno o mas de los ;la'at()genos
seleccionados del grupo que consiste en: Actinobacillus pleuropneumoniae; My'coplasma
hyrhinis, y PRRS. Mas preferiblemente por Mycoplasma hyrhinis y/o PRRS. [,
;I

Preferiblemente, dichos cerdos estan coinfectados con PVC2 tal como se rha definido
anteriormente, han sido expuestos a PCV2 o estan en peligro o son suscepti,bles de ser
infectados con PCV2. Mas preferiblemente, el niumero de cerdos infectados’:' con uno o
mas de dichos patdgenos anteriores, que no son circovirus, se reduce ﬁ)ara dichos
patdgenos en mas de un 10%, preferiblemente en mas de un 20%, mas pre)f‘eriblemente
en mas de un 30%, incluso mas preferiblemente en mas de un 40%, j'incluso mas
preferiblemente en mas de un 50%, incluso mas preferiblemente en mas fde un 60%,
incluso mas preferiblemente en mas de un 80%, incluso mas preferiblemente,,'i en el 100%,
en comparacién con un grupo de control no vacunado. En caso de infeccioﬁes multiples,
las tasas de reduccion descritas se refieren a cada patégeno especifico. Porl;" gjemplo, una
reducciébn de mas del 10% de infecciones concomitantes en un ce;"rdo infectado
multiplemente significa que la tasa de infeccién con respecto a un patégenc; especifico se
reduce en mas de un 10%. No significa necesariamente que la tasa dei infeccién con

respecto a todos los patégenos se reduzca en mas del 10% en comparaciéi'n con un grupo

|
|

|
|
!
|
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de control no vacunado, o con respecto a una piara de cerdos que menos del 10% de los

l
cerdos de dicha piara estan infectados con todos los patégenos. |
|
|

El término "antigeno de PCV2", tal como se utiliza en la presente ;memoria, se refiere a
una secuencia de aminoacidos que provoca una respuesta inmunollfégica contra PCV2 en
un hospedante. Un antigeno, tal como se usa en la presentc-% memoria, incluye la
secuencia de longitud completa de cualquier proteina del PCVZf, sus analogos o sus

fragmentos inmunogénicos. l’

f
La expresion "fragmento inmunogénico” se refiere a un fragment'b de una proteina que
incluye uno o mas epitopos y, asi, provoca la respuesta inmuno:légica en un huésped.
Dichos fragmentos pueden identificarse utilizando cualquier técnic:a de representacién en
mapas de epitopos, bien conocidas en la técnica. Véase, por ejemplo, Epitope Mapping
Protocols in Methods in Molecular Biology, Vol. 66 (Glenn E. Morris, Ed., 1996) Humana
Press, Totowa, Nueva Jersey. Por ejemplo, los epitopos Iinealesf se pueden determinar,
por ejemplo, sintetizando concurrentemente una gran cantidad de ,péptidos sobre soportes
sélidos, correspondiendo los péptidos a partes de la molécula de proteina, y haciendo
reaccionar los péptidos con anticuerpos, a la vez que los péptido,fs siguen estando fijados
a los soportes. Dichos métodos son conocidos en la técnica y se! describen, por ejemplo,
en la patente de EE.UU. n°® 4.708.871; Geysen et al. (1984) Pro,’c. Natl. Acad. Sci. USA,
81: 3998-4002; Geysen et al. (1986) Molec. Immunol. 23: 709-71%. De manera similar, los
epitopos conformacionales se identifican facilmente determinando la conformacion
espacial de aminoacidos mediante, por ejemplo, cristalografia !de rayos X y resonancia

magnética nuclear bidimensional. Véase, por ejemplo, Epitope l\;ﬂappingProtoco/s, supra.
|

Dentro de la definicidon de antigenos sintéticos también se ir;'[mcluyen, por ejemplo, los

poliepitopos, epitopos flanqueantes y otros antigenos recom"lbinantes u obtenidos de

forma sintética. Véase, por ejemplo, Bergmann et al. (1993), E“ur. J. Immunol., 23: 2777-

2781; Bergmann et al. (1996), J. Immunol., 157: 3242-3249; Suhrbier, A. (1997), Immunol.

and Cell Biol., 75: 402-408; Gardner et al., (1998) 122 Confelrencia Mundial del SIDA,

Ginebra, Suiza, 28 de junio-3 de julio de 1998.

Una "respuesta inmunoldgica" significa, pero no se limita al desarrollo en un huésped de
una respuesta inmunolégica celular y/o mediada por anticuerpos a un antigeno,
composicion inmunolégica o vacuna de interés. Habitualmenl{e, una "respuesta inmune"
incluye pero no se limita a uno o mas de los siguientes efectos: la produccion o activacion
de anticuerpos, células B, células T auxiliares, células T| supresoras y/o células T
citotoxicas, dirigidas especificamente a un antigeno o llantigenos incluidos en la
composicion o vacuna de interés. Preferiblemente, el r}!uésped exhibira bien una
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respuesta inmunolégica terapéutica o bien protectora (memoril'fa), de modo que la
resistencia a una nueva infecciéon resultara reforzada y/o la gj’avedad clinica de la
enfermedad quedard reducida. Esta proteccion se vera dem}:strada bien por una
reduccidn en el nimero o en la gravedad de los sintomas, o bien pbr la ausencia de uno o
mas de los sintomas asociados con las infecciones por PCV2; por un retraso en la
aparicién de viremia, por una persistencia virica reducida, por uné reduccion en la carga
virica global y/o por una reduccién en la excrecion virica. ;

|

La expresion “composicién inmunogénica” o el término “vacur]j'a” (ambos términos se
utilizan como sinénimos), tal como se utilizan en la presente,;' se refieren a cualquier
composicion farmacéutica que contiene un antigeno del PCV2, "’pudiéndose utilizar dicha
composicién para prevenir o tratar una enfermedad o trastorno as'ociado con una infeccion
por PCV2 en un sujeto. Una composicién inmunogénica preferid'é puede inducir, estimular
o reforzar la respuesta inmune frente al PCV2. Por lo tanto, I;"a expresién abarca tanto
composiciones inmunogénicas de subunidades, tales como ;’llas gue se describen a

continuacion, asi como composiciones que contienen PCV2 completo matado o atenuado
l

y/o desactivado. |
|

Por tanto, de acuerdo con un aspecto, la presente invencién se refiere a un método para
reducir el porcentaje de infecciones concomitantes en cerdosf 0 en una piara de cerdos
provocadas por uno o mas patégenos diferentes de PCV2, q"ue comprende la etapa de
administrar a dicho(s) cerdo(s) una cantidad efectiva de an';'tigeno de PCV2 o de una
composicién inmunogénica que comprende antigeno de PCV?, en el que la composicién
inmunogénica que comprende antigeno de PCV2 es una co}nposicién inmunogénica de
subunidades, una composicion que contiene PCV2 enterosl" muertos, o atenuados y/o
desactivados. Preferiblemente, dichos cerdos estan coinfectfados con PVC2 tal como se
ha definido anteriormente, han sido expuestos a PCV2 o estan en peligro o son
susceptibles de ser infectados con PCV2. Mas preferiblerr"1ente, el numero de cerdos
infectados con dichos patégenos que no son circovirus, se reduce con respecto a uno o
mas de dichos patégenos en mas de un 10%, preferibleme"nte en mas de un 20%, mas
preferiblemente en mas de un 30%, incluso mas preferib[emente en mas de un 40%,
incluso mas preferiblemente en mas de un 50%, incluso mfé\s preferiblemente en mas de
un 60%, incluso mas preferiblemente en mas de un 80%, irﬁcluso mas preferiblemente en

- |
el 100%, en comparacioén con un grupo de control no vacun?do.

!
I

La expresion "composicion inmunogénica de subunidades”, tal como se utiliza en la
|

presente memoria, se refiere a una composicion que contiene al menos un polipéptido o

antigeno inmunogénico, pero no todos los antigenos, derivados u homoélogos de un

|
antigeno procedente del PCV2. Una composicién de ‘éste tipo esta sustancialmente

WX
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exenta de PCV2 intacto. Asi, una "composicién inmunogénica de subunidades" se

prepara a partir de polipéptidos inmunogénicos procedentes del PCV2 al n‘ﬁlenos
parcialmente purificados o fraccionados (preferiblemente esencialmente purificadcl!)s), o}
analogos recombinantes de los mismos. Una composiciéon inmunogénica de subunilc'iades
puede comprender las subunidades del antigeno o antigenos de interés esenciallr'lnente
exentas de otros antigenos o polipéptidos procedentes del PCV2, o en forma fraccicljlnada.
Una composicion inmunogénica de subunidades preferida comprende la proteina fORF-2
del PCV2, como se describe a continuacion. Las composiciones mas preferidas sjon las
composiciones inmunogénicas de subunidades que comprenden cualquiera léie los
antigenos del PCV2 proporcionados en el documento WO06/072065, que se inc?'rporan
todos en la presente memoria como referencia en su totalidad. : 'l
l
Segun un aspecto adicional, la composicion inmunogénica, como se utiliza en la presente
memoria, comprende mas preferiblemente el polipéptido, o uno de sus fragrfnentos,
expresado por ORF-2 del PCV2. El ADN vy la proteina ORF-2 del PCV2, utilizadés en la
presente memoria para la preparacion de las composiciones y en los procedi,’mientos
proporcionados en la presente memoria es un dominio altamente conservl'lado en
elementos aislados de PCV2 y, por tanto, cualquier ORF-2 del PCV2 sera eficéz como
fuente de ADN y/o de polipéptidos de ORF-2 del PCV2 tal como se usa en la bresente
memoria. Una proteina ORF-2 del PCV2 preferida es la de SEQ ID NO: 11 del do:cumento
WO06/072065. Un polipéptido ORF-2 del PCV mas preferido se proporciona co;lmo SEQ
ID NO: 5 en el documento WO06/072065. Sin embargo, los expertos en le;i técnica
apreciaran que esta secuencia podria variar hasta un 6-10% en homologia de seg':uencia y
aun conservar las caracteristicas antigénicas que la hacen dutil en compfosiciones
inmunogénicas. Las caracteristicas antigénicas de una composicién inmunolégic;;a pueden
estimarse, por ejemplo, mediante el experimento de exposicién que se proporcifona en el
Ejemplo 4 del documento WO06/072065. Ademas, se sigue conservando la carfacteristica
: , i

antigénica de un antigeno modificado cuando el antigeno modificado confiere al I:menos un
70%, preferiblemente un 80%, mas preferiblemente un 90% de inmunidad protfw’ectora, en
comparacion con la proteina ORF-2 del PCV2, codificada por Ila (‘secuencia
polinucleotidica de la SEQ ID NO: 3 ¢ la SEQ ID NO: 4, como se proporciona en el
documento WOO06/072065. |

Por tanto, de acuerdo con un aspecto, la presente invencion se refiere a un método para
reducir el porcentaje de infecciones concomitantes en cerdos o en una piare} de cerdos
provocadas por patdégenos diferentes de PCV2, que comprende la etapa de administrar a

dicho(s) cerdo(s) una cantidad efectiva de antigeno de PCV2 o de una composicion -

inmunogénica que comprende antigeno de PCV2, en donde el antigeno de P,'CV2 es una
proteina ORF-2 de antigeno de PCV2 que tiene al menos un 70%, preferitiﬁlemente un



12

80%, incluso mas preferiblemente un 90% de inmunidad protectora, en comparacion con |
la proteina ORF-2 del PCV2, codificada por la secuencia de polinucleétidos de la SEQ ID ,"
NO: 3 6 de la SEQ ID NO: 4, tal como se proporciona en el documento WO06/072065. "
Preferiblemente, dicha ORF-2 del PCV2 tiene la secuencia de SEQ ID NO: 11 6 SEQ ID ,f’
NO: 5 del documento WO06/072065. Preferiblemente, dichos cerdos estan coinfectados |
con PVC2 tal como se ha definido anteriormente, han sido expuestos a PCV2 o estan enl,'
peligro o son susceptibles de ser infectados con PCV2. Mas preferiblemente, el nt]mero',i
de cerdos infectados con dichos patégenos que no son circovirus se reduce en mas de un{'
40%, preferiblemente en mas de un 50%, mas preferiblemente en mas de un 60%, incluso

mas preferiblemente en mas de un 80%, incluso mas preferiblemente en el 100%, er’n

!

5

10
comparacion con un grupo de control no vacunado. /

|

En algunas formas, las porciones inmunogénicas de la proteina ORF-2 del PCV2 se usan

' como el componente antigénico en la composicion inmunogenica, que comprende el

15 antigeno del PCV2. La expresion “porciéon inmunogénica”, tal como se usa en la presente
memoria, se refiere a formas truncadas y/o sustituidas, o a fragmentos de la proteina y/o
del polinucledtido ORF-2 del PCV2, respectivamente. Preferiblemente, dichas formas
truncadas y/o sustituidas o fragmentos comprenderan al menos 6 aminoacidos contigu’los
procedentes del polipéptido ORF-2 de longitud completa. Mas preferiblemente, las forrpas
20  truncadas o sustituidas, o fragmentos tendran al menos 10, mas preferiblemente al me"nos
15, y todavia mas preferiblemente al menos 19 aminoacidos contiguos procedentesf del
polipéptido ORF-2 de PCV de longitud completa. Dos secuencias preferidas a "este

respecto se proporcionan como SEQ ID NO: 9 y SEQ ID NO: 10 del documl‘ento

WO06/072065. Se entiende ademas que dichas secuencias pueden ser parte de

25  fragmentos mayores o formas truncadas.

o

=

Como se ha mencionado anteriormente, un polipéptido ORF-2 del PCV2 preferido
!

adicionalmente es cualquiera codificado por las secuencias de nucleétidos SEQ ID NO: 3

o SEQ ID NO: 4. Sin embargo, los expertos en la técnica entenderan que esta sec,hencia
!

podria variar tanto como 6-20% en homologia de secuencia y aun conser\{ar las

30
caracteristicas antigénicas que la hacen util en composiciones inmunogénica}'s. En
algunas formas, se utiliza una forma truncada o sustituida o un fragmento q'e este
polipéptido ORF-2 del PVC2 como el componente antigénico en la comp]"osicién.
Preferiblemente, dichas formas truncadas o sustituidas o fragmentos comprenc(ﬂ'erén al

35 menos 18 nucledtidos contiguos procedentes de la secuencia de nucleétidos de ’,'Iongitud

completa del ORF-2 del PCV2, por ejemplo de SEQ ID NO: 3 o SEQ ID NO: ’.’4. Mas

preferiblemente, las formas truncadas o sustituidas, o los fragmentos, tendran él menos
30, mas preferiblemente al menos 45, y aun mas preferiblemente al menos 57 nu,"cleétidos

|

!

|
/

|

!
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|

|
contiguos de la secuencia de nucleétidos del ORF-2 del PCV2 de ch’mgitud completa, por
ejemplo, SEQ ID NO: 3 0 SEQ ID NO: 4. ;
|
“|dentidad de secuencia”, tal como se conoce en la técnica, se refiefe a una relacion entre
dos o mas secuencias de polipéptidos o dos 0 mas secuencias ;’de polinucleétidos, es
decir una secuencia de referencia y una secuencia dada que deb<=’.1 ser comparada con la
secuencia de referencia. La identidad de secuencia se dete;rmina comparando la
secuencia dada con la secuencia de referencia después de ha}ber alineado de forma
optima las secuencias para producir el grado mas alto de similitud[‘lde secuencia, segun se
determina por el apareamiento entre las hebras de dichas" secuencias. Tras el
alineamiento, la identidad de secuencia se constata sobre upa base de posicién-a-
posicion, por ejemplo, las secuencias son “idénticas” en una pos"icién particular si en esa
posicién los restos de nucleétidos o aminoacidos son idénticos. El niimero total de dichas
identidades de posicién se divide entonces por el numero total de nucledtidos o restos en
la secuencia de referencia para proporcionar el % de idenfc'idad de secuencia. La
identidad de secuencia se puede calcular faciimente por }nétodos conocidos, que
incluyen, pero no se limitan a los descritos en Computational I\i’f40/ecular Biology, Lesk, A.
N., comp., Oxford University Press, Nueva York (1988), Biocomputing: Informatics and
Genome Projects, Smith, D.W., comp., Academic Press, Nueva York (1993); Computer
Analysis of Sequence Data, Part |, Griffin, A.M. y Griffin, H. (} comps., Humana Press,
Nueva Jersey (1994); Sequence Analysis in Molecular Biology,", von Heinge, G., Academic
Press (1987), Sequence Analysis Primer, Gribskov, M. y,"’ Devereux, J., comps., M.
Stockton Press, Nueva York (1991); y Carillo, H., y Lipman, D'. SIAM J. Applied Math., 48:
1073 (1988), cuyas ensefanzas se incorporan en la present",e memoria como referencia.
Los métodos preferidos para determinar la identidad de ,fsecuencia se disefian para
obtener el apareamiento mayor entre las secuencias someti("das a ensayo. Los métodos
para determinar la identidad de secuencia estan codificado,"s en programas informaticos
disponibles publicamente que determinan la identidad de"secuencia entre secuencias
dadas. Ejemplos de este tipo de programas incluyen, pero no se limitan al paquete de
programas GCG (Devereux, J., et al, Nucleic Acids R"esearch, 12(1): 387 (1984)),
BLASTP, BLASTN y FASTA (Altschul, S. F. et al., J. Molec./ Biol., 215: 403-410 (1990). El
programa BLASTX esta publicamente disponible en el NCBI y otras fuentes (BLAST
Manual, Altschul, S. et al., NCVI NLM NIH Bethesda, MD j20894, Altschul, S. F. et al., J.
Molec. Biol., 215: 403-410 (1990), cuyas ensehanzas se incorporan en la presente
memoria como referencia). Estos programas alinean dg’e forma optima las secuencias
utilizando pesos de huecos por defecto con el fin de pfroducir el nivel mas alto de la
identidad de secuencia entre las secuencias dada y de re:n,‘erencia. Como ilustracion, para
un nucleétido que tiene una secuencia de nucleétidos qfue tiene al menos, por ejemplo,
85%, preferiblemente 90%, incluso mas preferiblemente ;95% de "identidad de secuencia"

!
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con una secuencia de nucleétidos de referencia, se entiende que la secuencia de
nucleétidos del polinucleétido dado es idéntica a la secuencia de refer,'lencia, excepto que
la secuencia de nucleétidos dada puede incluir hasta 15, preferiblemenf"ce hasta 10, incluso
mas preferiblemente hasta 5 mutaciones puntuales por cada 100;-' nucleétidos de la
secuencia de nucleétidos de referencia. En otras palabras, en unf polinucleétido que
tenga una secuencia de nucledtidos que tenga al menos 85%, p'r;eferiblemente 90%,
incluso mas preferiblemente 95% de identidad con relacién a la secul,éncia de nucledétidos
de referencia, hasta 15%, preferiblemente 10%, incluso mas preferi:blemente 5% de los
nucleétidos en la secuencia de referencia puede tener eliminaciones g') estar sustituido con
otro nucledtido, o un cierto niUmero de nucleétidos de hasta 15%, Ii)referiblemente 10%,
incluso mas preferiblemente 5% de los nucleétidos totales en la seli:uencia de referencia
puede estar insertado en la secuencia de referencia. Estas mutaci"ones de la secuencia
de referencia pueden producirse en las posiciones terminales 5' 6 3' de la secuencia de
nucledtidos de referencia o en cualquier parte entre esas posiciones terminales,
entremezcladas bien individualmente entre nucleétidos en la secuencia de referencia o
bien en uno o0 mas grupos contiguos dentro de la secuencia de refe}encia. Andlogamente,
para un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos dad:a\ que tenga al menos,
por ejemplo, 85%, preferiblemente 90%, incluso mas preferiblemenf'te 95% de identidad de
secuencia con una secuencia de aminoacidos de referencia, se eniiende que la secuencia
de aminoacidos del polipéptido dado es idéntica a la secuencia def"l referencia excepto que
la secuencia de polipéptidos dada puede incluir hasta 15, préferiblemente hasta 10,
incluso mas preferiblemente hasta 5 alteraciones de aminéécidos por cada 100
aminoacidos de la secuencia de aminoacidos de referencia. ,E'En otras palabras, para
obtener una secuencia de polipéptidos dada que tenga al menos 85%, preferiblemente
90%, incluso mas preferiblemente 95% de identidad de secuenclj!ia con una secuencia de
aminoacidos de referencia, hasta 15%, preferiblemente hasta 10%, incluso mas
preferiblemente hasta 5% de los restos aminodacidos en la secuéncia de referencia puede
tener eliminaciones o estar sustituido con otro aminoécido,ff’o un cierto numero de
aminoacidos de hasta 15%, preferiblemente hasta 10%, incluso mas preferiblemente
hasta 5% del nimero total de restos aminoacidos en la secu¢ncia de referencia puede
estar insertado en la secuencia de referencia. Estas alterac"iones de la secuencia de
referencia pueden producirse en las posiciones amino o |carboxi terminales de la
secuencia de aminoacidos de referencia o en cualquier peg'lrte entre esas posiciones
terminales, entremezcladas individualmente entre restos en Ia; secuencia de referencia o
€n uno 0 mas grupos contiguos dentro de la secuencia de refefencia. Preferiblemente, las
posiciones de los restos que no son idénticas difieren en su%tituciones conservativas de
aminoacidos. Sin embargo, las sustituciones conservativas‘f' no estan incluidas como

Il
apareamiento cuando se determina la identidad de secuencia.l!
|
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“Homologia de secuencia”, tal como se utiliza en la presente m}"-:‘moria, se refiere a un
método para determinar el grado de relacién de dos secuenciés. Para determinar la
homologia de secuencia, se alinean de forma éptima dos o njiés secuencias y, si es
necesario, se introducen huecos. Sin embargo, en contraposicjén con la “identidad de
secuencia’, las sustituciones conservativas de aminoacidos ,' se cuentan como un
apareamiento cuando se determina la homologia de secuencia.,f En otras palabras, para
obtener un polipéptido o polinucleétido que tiene 95% de homolobia de secuencia con una
secuencia de referencia, 85%, preferiblemente 90%, incluso mé;"s preferiblemente 95% de
los restos de aminoacidos o nucleétidos en la secuencia de refferencia debe aparearse o
comprender una sustitucion conservativa con otro aminoécido{( o nucleétido, o un cierto
numero de aminoacidos o nucleétidos hasta 15%, preferibler",nente hasta 10%, incluso
mas preferiblemente hasta 5% del total de restos de aminoécidfos o nucledtidos, sin incluir
las sustituciones conservativas, en la secuencia de referencia t’)uedevestar insertado en la
secuencia de referencia. Preferiblemente, la secuencia hom%’:loga comprende al menos
un tramo de 50, incluso mas preferiblemente de al }nenos 100, incluso mas
preferiblemente de al menos 250 e incluso mas preferib]lemente de al menos 500

|
nucledtidos. |
j

Una "sustitucion conservativa” se refiere a la sustitucién| de un resto aminoacido o
nucleétido con otro resto aminoacido o nucleétido que tiene ,!caracteristicas o propiedades
|

similares, incluido el tamafio, la hidrofobicidad, etc., de modo que la funcionalidad global

no cambia significativamente. |

l
|
|

|
“Aislado” significa alterado “por la mano del hombre” respecto a su estado natural, es

decir si se produce en la naturaleza, ha sido cambiado o séparado de su entorno original,
0 ambos. Por ejemplo, un polinucleétido o polipéptido que,’lesté presente de forma natural
en un organismo vivo no esta “aislado”, pero el misrrlm!o polinucledtido o polipéptido
separado de los materiales coexistentes en su estado natural esta “aislado”, tal como se
emplea el término en la presente memoria. |

N
Por tanto, de acuerdo con un aspecto, la presente invenéién se refiere a un método para

|
reducir el porcentaje de infecciones concomitantes en cerdos o en una piara de cerdos

provocadas por uno 0 mas patégenos que no son PCi{/Z, que comprende la etapa de
administrar a dicho(s) cerdo(s) una cantidad efectiva de antigeno de PCV2 o de una
composiciéon inmunogénica que comprende antigeno def PCV2, en donde dicha proteina
ORF-2 del PCV2 es cualquiera de las descritas anteri’ormente. Preferiblemente, dicha
proteina ORF-2 del PCV2 es
i) un polipéptido que comprende la secuenciajde SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6,
SEQ ID NO: 9, SEQID NO: 10 0 SEQ ID N(;): 11 del documento WO06/07065,

f
|
!
|
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ii) cualquier polipéptido que es al menos 80% homélogo corﬁ el polipéptido de i),
iii) cualquier porcién inmunogénica de los polipéptidos de i) ylo i),

{
iv) la porcién inmunogénica de iii), que comprende al m‘,'enos 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 del docume"nto WO06/072065,

V) un polipéptido que es codificado por un ADN que comfarende la secuencia de
SEQ ID NO: 3 0 SEQ ID NO: 4 del documento W006lq72065,
Vi) cualquier polipéptido que es codificado por un polinucl:eétido gue es al menos
|

!

80% homélogo con el polinucleédtido de v), |

vii) cualquier porcién inmunogénica de los poIipéptit;'los codificados por el
!

polinucleétido de v) y/o vi), ' /

|
viii) la porcién inmunogénica de vii), en la que el poIinuc!’eétido que codifica dicha
!
porcidén inmunogénica comprende al menos 30 nucleétidos contiguos incluidos
en las secuencias de SEQ ID NO: 3 o SEQ ID NO: 4 del documento

WO06/072065,

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

. !
Preferiblemente, dichos cerdos infectados estan coinfectado? con PVC2 tal como se ha

definido anteriormente, han sido expuestos a PCV2 o estan én peligro o son susceptibles
de ser infectados con PCV2. Mas preferiblemente, el nimero de cerdos infectados con
dichos patégenos gue no son circovirus, se reduce con res¥>ecto a uno o mas de dichos
patégenos en mas de un 10%, preferiblemente en mas de "un 20%, mas preferiblemente
en mas de un 30%, incluso mas preferiblemente en mfés de un 40%, incluso mas
preferiblemente en mas de un 50%, incluso mas preferib:flemente en mas de un 60%,
incluso mas preferiblemente en mas de un 80%, incluso m%s preferiblemente en el 100%,

en comparacion con un grupo de control no vacunado.

Seguin un aspecto adicional, la proteina ORF-2 del | PCV2 se proporciona en la
composicién inmunogeénica en un nivel de inclusion de antigeno eficaz para el tratamiento
de animales infectados subclinicamente con PCV2. Prefgiriblemente, el nivel de inclusién
|
de la proteina ORF-2 del PCV2 es al menos 0,2 ug de antigeno/ml de la composicion
inmunogénica final (ug/ml), mas preferiblemente ,i! de aproximadamente 0,2 a
aproximadamente 400 pg/mi, incluso mas preferibleménte de aproximadamente 0,3 a
aproximadamente 200 ug/ml, incluso mas preferiblemc?'lnte de aproximadaménte 0,35 a
aproximadamente 100 pg/mi, incluso mas preferiblern"ente de aproximadamente 0,4 a

{
aproximadamente 50 ug/ml, incluso mas preferibleme’énte de aproximadamente 0,45 a
!
|

!



10

15

20

25

30

35

17

aproximadamente 30 ug/ml, incluso mas preferiblemente de aproximadamente 0,6 a

aproximadamente 15 ug /ml, incluso mas preferiblemente de aproximadamente 0,75 a
aproximadamente 8 pg/ml, incluso mas preferiblemente de aproximadamente 1,0 a
aproximadamente 6 pg/ml, incluso mas preferiblemente de aproximadamente 1,3 a
aproximadamente 3,0 ug/ml, incluso mas preferiblemente de aproximadamente 1,4 a
aproximadamente 2,5 ug/ml, incluso mas preferiblemente de aproximadamente 1,5 a

aproximadamente 2,0 yg/ml, y lo mas preferible de aproximadamente 1,6 pg/mi.

Segun otro aspecto, el nivel de inclusion del antigeno ORF-2 del PCV es al menos 0,2
ug/proteina ORF-2 del PCV2, tal como se ha descrito anteriormente, por dosis de la
composicion antigénica final (ug/dosis), mas preferiblemente de aproximadamente 0,2 a

aproximadamente 400 ug/dosis, incluso mas preferiblemente de aproximadamente 0,3 a

aproximadamente 100 ug/dosis, incluso mas preferiblemente de aproximadamente 0,4 a
aproximadamente 50 ug/dosis, incluso mas preferiblemente de aproximadamente 0,45 a
aproximadamente 30 ug/dosis, incluso mas preferiblemente de aproximadamente 0,6 a
aproximadamente 15 ug/dosis, incluso mas preferiblemente de aproximadamente 0,75 a
aproximadamente 8 ug/dosis, incluso mas preferiblemente de aproximadamente 1,0 a
aproximadamente 6 ug/dosis, incluso mas preferiblemente de aproximadamente 1,3 a
aproximadamente 3,0 pg/dosis, incluso mas preferiblemente de aproximadamente 1,4 a
aproximadamente 2,5 pg/dosis, incluso mas preferiblemente de aproximadamente 1,5 a

aproximadamente 2,0 pg/dosis, y lo mas preferible aproximadamente 1,6 pg/dosis.

\
|
l
|
l
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
,f
f
aproximadamente 200 ug/dosis, incluso mas preferiblemente de aproximadamente 0,35 a ’
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
El polipéptido ORF-2 del PCV2 utilizado en la composiciéon inmunogénica segun la ’
presente invencién se puede obtener de cualquier manera, incluyendo el aislamiento y la I|
purificacion del ORF2 del PCV2, sintesis convencional de proteinas y metodologia I|
recombinante. Los métodos preferidos para obtener el polipéptido ORF-2 del PCV2 se |I
proporcionan en el documento WO06/072065, cuyas ensefianzas y contenido se(
incorporan en la presente memoria como referencia en su totalidad. Brevemente, se ||
infectan células susceptibles con un vector virico recombinante que contiene secuencias ||
codificadoras del ADN de la ORF-2 del PCV2, el polipéptido ORF-2 del PCV2 esf
expresado por el virus recombinante, y el polipéptido ORF-2 del PCV2 expresado se||
recupera del sobrenadante por filtracion y se desactiva mediante cualquier método{
convencional, preferiblemente utilizando etilenimina binaria, que luego se neutraliza paral
detener el proceso de desactivacion. ' {
La composicién inmunogénica, tal como se utiliza en la presente memoria, también se;
refiere a una composicion que comprende i) cualquiera de las proteinas ORF-2 del PCV2||

descritas anteriormente, preferiblemente en las concentraciones descritas anteriormente,|

|
|
|
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y ii) al menos una porcion del vector virico que expresa dicha proteina ORF-2 del PCV2,

preferiblemente de un baculovirus recombinante. Ademas, la composicién inmunogénica

puede comprender i) cualquiera de las proteinas ORF-2 del PCV2 descritas

anteriormente, preferiblemente en las concentraciones descritas anteriormente, ii) al
menos una porcion del vector virico que expresa dicha proteina ORF-2 del PCV2,

preferiblemente de un baculovirus recombinante y iii) una porcion del sobrenadante del

cultivo celular.

Por tanto, de acuerdo con un aspecto, la presente invencion se refiere a un método para
reducir el porcentaje de infecciones concomitantes en cerdos o en una piara de cerdos
provocadas por uno o mas patdégenos que no son PCV2, que comprende la etapa de
administrar a dicho(s) cerdo(s) una cantidad efectiva de antigeno de PCV2 o de una
composicién inmunogénica que comprende antigeno de PCV2, en donde dicho antigeno
de PCV2 es ORF-2 de PCV2 recombinante, preferiblemente una ORF-2 de PCV2
expresada en baculovirus. Preferiblemente, aquellos ORF-2 del PCV2 recombinante o

expresado por baculovirus tienen la secuencia como se ha descrito anteriormente.

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

que aproximadamente 90% de los componentes tienen un tamafio menor que 1 um.

La composicién inmunogénica, tal como se utiliza en la presente memoria, también se
refiere a una composicién que comprende i) cualquiera de las proteinas ORF-2 del PCV2
descritas anteriormente, preferiblemente en las concentraciones descritas anteriormente,
i) al menos una porcidn del vector virico que expresa dicha proteina ORF-2 del PCV2, iii)
una porcion del cultivo celular, iv) y un agente desactivante para desactivar el vector virico
recombinante, preferiblemente la BEIl, en la que aproximadamente 90% de los
componentes i) a iii) tienen un tamafio menor que 1 um. Preferiblemente, la BEI esta
presente en concentraciones eficaces para desactivar el baculovirus, preferiblemente en

una cantidad de 2 a aproximadamente 8 mM de BEI, preferiblemente de

aproximadamente 5 mM de BEL.

La composicion inmunogénica, tal como se utiliza en la presente memoria, también se
refiere a una composicion que comprende i) cualquiera de las proteinas ORF-2 del PCV2
descritas anteriormente, preferiblemente en las concentraciones descritas anteriormente,

ii) al menos una porcién del vector virico que expresa dicha proteina ORF-2 del PCV2, iii)
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una porcion del cultivo celular, iv) un agente desactivante para desac;'tivar el vector virico
recombinante, preferiblemente BEl, y v) un agente de neutralizacion para detener la
desactivacion mediada por el agente desactivante, en la que aproximadamente el 90% de
los componentes i) a iii) tienen un tamafio menor que 1 um. Preferibli'emente, si el agente
desactivante es la BEI, dicha composicion comprende tiosulfato de |sodio en cantidades

I
equivalentes a la BEI. ll
]

El polipéptido se incorpora en una composicion que puede ser administrada a un animal
susceptible de una infeccion por PCV2. En las formas preferidas, Il’a composiciéon puede
incluir también componentes adicionales conocidos por los exper‘cos;l en la técnica (véase
también Remington's Pharmaceutical Sciences. (1990). 182 ed. !l\llack Publ., Easton).
Adicionalmente, la composicién puede incluir uno o mas soportes|aceptables desde un
punto de vista veterinario. Tal como se emplea en esta memoria,';‘un soporte aceptable
desde el punto de vista veterinario" incluye uno y cualesquiera disolventes, medios
dispersantes, recubrimientos, adyuvantes, agentes estabilizadores, diluyentes,
conservantes, agentes antibacterianos y antifingicos, agentes isotonicos, agentes que
demoran la adsorcién y similares. En un modo de realizacion pre’,'-ferido, la composicién
inmunogénica comprende la proteina ORF-2 del PCV2 segun ;se proporciona en la
presente memoria, preferiblemente en las concentraciones descl'ritas anteriormente, la
cual se mezcla con un adyuvante, preferiblemente Carbopoli, y disolucién salina
fisiologica. ,f
|

Los expertos en la técnica comprenderan que la composicion utilizada en la presente
memoria puede incorporar disoluciones estériles inyectables fisiolégicamente aceptables

|

conocidas. Para preparar una disolucion lista para el uso paral. inyeccién parenteral o
infusion, se encuentran disponibles facilmente disoluciones iso:ténicas acuosas, tales
como, por ejemplo, disoluciéon salina o correspondientes disolu:ciones de proteinas en
plasma. Ademas, las composiciones de vacuna e inmunogjénicas de la presente
invencion pueden incluir diluyentes, agentes isoténicos, estabiliza,'lntes o adyuvantes. Los
diluyentes pueden incluir agua, disolucién salina, dextrosa, etafnol, glicerol y similares.
Los agentes isotonicos pueden incluir cloruro de sodio, dextéosa, manitol, sorbitol y

lactosa, entre otros. Los estabilizantes incluyen albimina y sales alcalinas de acido

|
|

13 n HH . I . . - ’ .
Adyuvantes”, tal como se utiliza en la presente memoria, pufeden incluir hidréxido de

etilendiaminotetracético, entre otros.

aluminio y fosfato de aluminio, saponinas, por ejemplo, Quil A, QS-21 (Cambridge Biotech

Inc., Cambridge MA), GPI-0100 (Galenica Pharmaceuticals,F Inc., Birmingham, AL),
|

emulsion de agua en aceite, emulsidén de aceite en agua y emulsién de agua en aceite en

agua. La emulsiéon puede tener una base, en particular, de 'auceite de parafina liquido
|
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ligero (tipo de la Farmacopea Europea); aceite isoprenoide, tal como aceite de escualano
o de escualeno, que resulta de la teoligomerizacion de alqueinos, en particular de
isobuteno o deceno; ésteres de acidos o de alcoholes que cont?‘ienen un grupo alquilo
lineal, mas particularmente aceites vegetales, oleato de etilo, c{li-(caprilato/caprato) de
propilenglicol, tri-(caprilato/caprato) de glicerilo o dioleato de propilenglicol; ésteres de
acidos grasos o alcoholes ramificados, en particular ésteres dé, acido isostearico. El
aceite se utiliza en combinacion con emulsionantes para forr;lnar la emulsién. Los
emulsionantes son preferiblemente tensioactivos no idnicos, e'h particular ésteres de
sorbitan, de manida (por ejemplo, oleato de anhidromanitol), de glicol, de poliglicerol, de
propilenglicol y de acido oleico, isostearico, ricinoleico o hidr’oxiesteérico, que estan
opcionalmente etoxilados, y copolimeros de bloques de polioxipropileno-polioxietileno, en
particular los productos Pluronic, especialmente L121. Véase Hlunter et al., The Theory
and Practical Application of Adjuvants (Ed.Stewart-Tull, D. E. S)). JohnWiley and Sons,
NY, pags. 51-94 (1995) y Todd et al., Vaccine 15: 564-570 (1997)!.

|
Por ejemplo, es posible utilizar la emulsion SPT descrita en Ia!pégina 147 de "Vaccine
Design, The Subunit y Adjuvant Approach" editada por M. Powe"lll y M. Newman, Plenum
Press, 1995, y la emulsion MF59 descrita en la pagina 183 del mfismo libro.

|
Un ejemplo adicional de un adyuvante es un compuesto elegido entre los polimeros de
acido acrilico o metacrilico y los copolimeros de anhidrido maleico y derivado de
alquenilo. Compuestos adyuvantes ventajosos son los poll'nr!leros de acido acrilico o
metacrilico que estan reticulados, especialmente con polialquenil-éteres de azlcares o
polialcoholes. Estos compuestos se conocen con el término de: carbémero (Phameuropa,
vol. 8, n° 2, junio 1996). Los expertos en la técnica también pu;eden referirse a la patente
de EE.UU. n°® 2.909.462 que describe polimeros acrilicos de este tipo reticulados con un
compuesto polihidroxilado que tiene al menos 3 grupos hidroxillo, preferiblemente no mas
de 8, estando los atomos de hidrégeno de al menos tres|hidroxilos sustituidos con
radicales alifaticos insaturados que tienen al menos 2 atomos ,de carbono. Los radicales
preferidos son los que contienen de 2 a 4 atomos de carbono, I'por ejemplo, vinilos, alilos y
otros grupos etilénicamente insaturados. Los radicales insl'aturados también pueden
contener otros sustituyentes, tales como metilo. Los productlbs vendidos con el nombre
Carbopol; (BF Goodrich, Ohio, EE.UU.) son particularm['ente apropiados.  Estan
reticulados con una alilsacarosa o con alilpentaeritritol. Entre/ellos se pueden mencionar
el Carbopol 974P, 934P y 971P. Lo mas preferido es el uso c;ie Carbopol, en particular el
uso de Carbopol 971P, preferiblemente en cantidades de aproximadamente 500 ug a
aproximadamente 5 mg por dosis, incluso mas preferllido en una cantidad de
aproximadamente 750 ug a aproximadamente 2,5 mg por d,"osis y, lo mas preferido, en

|
|
/
|

una cantidad de aproximadamente 1 mg por dosis.
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Adyuvantes adecuados adicionales incluyen, pero no se limitan a ellos, el sistema
adyuvante RIBI (Ribi Inc.), co-polimero de bloques (CytRx, Atlanta GA), SAF-M (Ch:iron,
Emeryville CA), monofosforil-lipido A, adyuvante de lipido-amina Avridina, enterotoxina
térmicamente labil procedente de E. coli (recombinante o de otra forma), toxina de célera,

IMS 1314 o dipeptido de muramilo, entre muchos otros.

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

i
Adicionalmente, la composicién puede incluir uno o mas soportes farmacéutican‘iente
aceptables. Tal como se utiliza en la presente memoria,"un vehiculo farmacéuticam:ente
aceptable” incluye uno y cualesquiera disolventes, medios dispersantes, recubrimie;ntos,
agentes estabilizadores, diluyentes, conservantes, agentes antibacterianos y antifung‘icos,
agentes isotonicos, agentes que retardan la adsorcion y similares. Lo |mas
preferiblemente, la composicion proporcionada con la presente, contiene proteina ORF-2
de PCV2 recuperada del sobrenadante de células cultivadas in vitro, en la que dichas
células estaban infectadas con un vector viral recombinante que contiene ADN de ORF-2
de PCV2 y que expresan proteina ORF-2 de PCV2, y en el que dicho cultivo celular se
tratdé con aproximadamente 2 a aproximadamente 8 mM de BEI, preferiblemente' con
aproximadamente 5 mM de BEI, para desactivar el vector viral, y una concentracién
equivalente de un agente de neutralizacién, preferiblemente disolucién de tiosulfato de
sodio hasta una concentracién final de aproximadamente 2 a aproximadamente 8 mM,

preferiblemente de aproximadamente 5 mM.

De acuerdo con otra realizacién adicional, la presente invencion también se refiere al uso
de antigeno de PCV2 para la preparacion de una composicion inmunogénica para la
reduccién de infecciones concomitantes provocadas por uno o mas patégenos que nd son
PCV-2 en cerdos o en una piara de cerdos, en donde dicha composicién mmunogemca
comprende |) cualquiera de las proteina ORF-2 de PCV2 descritas anterlormente
preferiblemente en las concentraciones descritas anteriormente, i) al menos una poqcmn
del vector virico que expresa dicha proteina ORF-2 de PCV2, iii) una porcién del cultivo

celular, iv) un agente desactivante para desactivar el vector virico recombinante,

i
2
|
I
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preferiblemente BEI, y v) un agente de neutralizacién para detener la desactivacion
mediada por el agente de desactivacion, preferiblemente tiosulfato sédico en cantidades
equivalentes al BEI; y vi) un adyuvante adecuado, preferiblemente Carbopol 971, en las
cantidades descritas anteriormente; en la que aproximadamente el 90% de los
componentes i) a iii) tiene un tamafio menor que 1 um. Preferiblemente, dichos c{erdos
estan coinfectados con PVC2 tal como se ha definido anteriormente, han sido expuestos a
PCV2 o estan en peligro o son susceptibles de ser infectados con PCV2.| Mas
preferiblemente, el nimero de cerdos infectados con dichos patogenos que no son
circovirus, se reduce con respecto a uno o mas de dichos patégenos en mas de un|10%,
preferiblemente en mas de un 20%, mas preferiblemente en mas de un 30%, incluso mas
preferiblemente en mas de un 40%, incluso mas preferiblemente en mas de un|50%,
incluso mas preferiblemente en mas de un 60%, incluso mas preferiblemente en mas de
un 80%, incluso mas preferiblemente en el 100%, en comparacién con un grupo de

control no vacunado.

Segln un aspecto adicional, esta composicién inmunogénica comprende, ademas, una
sal farmacéuticamente aceptable, preferiblemente una sal de fosfato, en concentraciiones
fisiologicamente aceptables. Preferiblemente, el pH de dicha composicion inmunogénica

se ajusta a un pH fisioldgico, lo que significa entre aproximadamente 6,5y 7,5.

La composicién inmunogénica, tal como se utiliza en la presente memoria, se refiere
también a una composicién que comprende, por 1 mi i) al menos 1,6 pg de proteina ORF-
2 del PCV2 descrita anteriormente, ii) al menos una porcion de baculovirus que expresa
de

aproximadamente 2 a 8 mM, v) tiosulfato de sodio en cantidades equivalentes a las|de la

dicha proteina ORF-2 del PCV2, iii) una porcién del cultivo celular, iv) BE

BEIl; y vi) aproximadamente 1 mg de Carbopol 971, y vi)) sal de fosfato en una
concentracién fisiolégicamente aceptable; en la que aproximadamente 90% de los
componentes i) a iii) tiene un tamafio menor que 1 pm, y el pH de dicha composicién

inmunogénica se ajusta aproximadamente entre 6,5y 7,5.

Las composiciones inmunogénicas pueden ademas incluir uno o mas agentes adiciohales
inmunomoduladores, tales como, por ejemplo, interleuquinas, interferones u otras

citoquinas. Las composiciones inmunogénicas pueden también incluir gentamicina y

mertiolato. Si bien las cantidades y concentraciones de los adyuvantes y aditivos utiles en
el contexto de la presente invencién pueden ser facilmente determinadas por los expertos
en la técnica, la presente invencién contempla composiciones que comprendeln de
aproximadamente 50 ug a aproximadamente 2.000 ug de adyuvante y preferiblerﬁente
aproximadamente 250 ug/mL de dosis de la composicién de vacuna. Asi, la composicidén

inmunogénica, tal como se utiliza en la presente memoria, se refiere también a una
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composicion que comprendé de aproximadamente 1 pg/th a aproxinl'nadamente 60 ug/mL
de antibidticos, y mas preferiblemente menos de aproximadarhente 30 pg/mL de
antibioticos. ,‘

|
La composicion inmunogénica, tal como se utiliza en la presente ll,memoria, también se
refiere a una composicién que comprende i) cualquier proteina OR’|'=-2 del PCV2 descrita
anteriormente, preferiblemente en las concentraciones descritas anteriormente, ii) al
menos una porcion del vector virico que expresa dicha proteina OI|R:F-2 del PCV2, iii) una
porcién del cultivo celular, iv) un agente desactivante para deséctivar el vector virico
recombinante, preferiblemente BEI, v) un agente de neutraliza;lcién para detener la
desactivacién mediada por el agente desactivante, preferiblemen;lte tiosulfato sodico en
cantidades equivalentes al BEI; vi) un adyuvante adecuado, preferiblemente Carbopol
971, en las cantidades descritas anteriormente; vii) una concentragion farmacéuticamente
aceptable de una disolucion tampén salina, preferiblemente de urfla sal fosfato, y viii) un
agente anti-microbiolégico activo; en la que aproximadamente el 96% de los componentes

i} a iii) tiene un tamafio menor que 1 um.

La composicién inmunogénica, tal y como se utiliza en la presente memoria, se refiere
también a Ingelvac® CircoFLEX™ (Proteina ORF2 de circovirus porcino Tipo 2)
(Boehringer Ingelheim Vetmedica Inc, St Joseph, MO, EEUU), CircoVac® (Merial SAS,
Lyon, Francia), CircoVent (Intervet Inc., Millsboro, DE, EEUU)|o Suvaxyn PCV-2 One
Dose® (Fort Dodge Animal Health, Kansas City, KA, EEUU). Pcfl)r tanto, de acuerdo con
otro aspecto, la presente invencién se refiere a un método paraf reducir el porcentaje de
infecciones concomitantes en cerdos o en una piara de cerdos provocadas por uno 0 mas
patégenos diferentes de PCV2, que comprende la etapa dé administrar a dicho(s)
cerdo(s) una cantidad efectiva de antigeno de PCV2 o de una cémposicién inmunogénica
que comprende antigeno de PCV2, en donde dicha compo§icién inmunogénica que
comprende un antigeno de PCV2 es Ingelvac® CircoFLEX™, bircoVac@, CircoVent y/o
Suvaxyn PCV-2 One Dose®, preferiblemente es Ingelvac® CircoFLEX™. Preferiblemente,
dichos cerdos infectados estan coinfectados con PVC2 t?l como se ha definido
anteriormente, han sido expuestos a PCV2 o estan en peligro o0 son susceptibles de ser
infectados con PCV2. Mas preferiblemente, el nimero de cerdos infectados con dichos
patdgenos que no son circovirus, se reduce con respecto ,’a uno o mas de dichos
patégenos en mas de un 10%, preferiblemente en mas de un 20%, mas preferiblemente
en mas de un 30%, incluso mas preferiblemente en mas ;’de un 40%, incluso mas
preferiblemente en mas de un 50%, incluso mas preferiblemfente en mas de un 60%,
incluso mas preferiblemente en mas de un 80%, incluso mas p;referiblemente en el 100%,

en comparacion con un grupo de control no vacunado.

l
|
|
|
t
l



10

15

20

25

30

35

24 :
|
f

l

La expresion “una cantidad eficaz de un antigeno de PCV2’, tal como se utiliza en la
presente memoria, significa, aunque sin limitacién, una cantidad de un‘I antigeno de PCV2
que provoca o es capaz de provocar una respuesta inmunolégica en un animal, al cual se
administra dicha cantidad eficaz de un antigeno de PCV2. |

l

|
La cantidad que es eficaz depende de los ingredientes de la vacuna_'l y del esquema de
administracion. Tipicamente, cuando se utiliza una preparacioén con unl‘! virus desactivado o
un virus vivo modificado en la vacuna de combinacion, se utilizara unalII cantidad de vacuna
que contenga aproximadamente de 10%° a aproximadamente 109"’5 DICTs, por dosis,
preferiblemente aproximadamente de 10%° a aproximadamente 108{0 DICTs, por dosis,
mas preferiblemente, aproximadamente de 10*° a aproximadamente 10%° DICTs, por
dosis. En particular, cuando se utiliza PCV2 vivo modificado en Ia"ls vacunas, la dosis
recomendada para ser administrada al animal susceptible es |preferiblemente de
aproximadamente 10%*° DICTs, (50% del punto final de la dosis infécciosa en cultivo de
tejido) /dosis a aproximadamente 10%° DICTs/dosis, y mas | preferiblemente de
aproximadamente 10*° DICTs/dosis a aproximadamente 10°° DICTx,/dosis. En general,
la cantidad de antigeno estara entre 0,2 y 5.000 microgramos, y entrle 10%% y 10%° DICTs,
preferiblemente entre 10> y 10°° DICTso, mas preferiblemente entre 10°y 10°° DICTs,
cuando se utiliza un antigeno purificado. ‘,
| _

Las vacunas de subunidades se administran normaimente con un Inivel de inclusion del
antigeno de al menos 0,2 ug de antigeno por dosis, ,preferiblemente con
aproximadamente 0,2 hasta aproximadamente 400 pg/dosis, inclusc_b mas preferiblemente
con aproximadamente 0,3 hasta aproximadamente 200 pg'/dosis, incluso mas
preferiblemente con aproximadamente 0,35 hasta aproximadamente 100 ug/dosis, incluso
mas preferiblemente con aproximadamente 0,4 hasta aproxima%iamente 50 ug/dosis,
incluso mas preferiblemente con aproximadamente 0,45 hastalfaproximadamente 30
pg/dosis, incluso mas preferiblemente con aproximadamente 0,6 hasta aproximadamente
16 ug/dosis, incluso mas preferiblemente con aproximaciamente 0,75 hasta
aproximadamente 8 ug/dosis, incluso mas preferiblemente con|aproximadamente 1,0
hasta aproximadamente 6 ug/dosis, y incluso mas preferiblementef con aproximadamente
1,3 hasta aproximadamente 3,0 pg/dosis. ;
|

La administracién de antigeno de PCV2 a cerdos no sélo pro’duce la reduccion del
porcentaje de infecciones concomitantes provocadas por patégenos diferentes de
circovirus, en particular diferentes de PCV2, sino que también produce una mejoria
general de la salud, particularmente de la resistencia frentelf a dichas infecciones
concomitantes. Asi, de acuerdo con otro aspecto, la presente invencion también se refiere

|
a un método para mejorar la resistencia de cerdos contra Una o mas infecciones
|

1'
|
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concomitantes con patégenos diferentes de PCV2, que comprende la etapa de
administrar a dicho(s) cerdo(s) una cantidad eficaz de antigeno PCV2 o clie una
composicién inmunogénica que comprende el antigeno de PCV2. Preferiblemente, dichos
cerdos estan coinfectados con PVC2 tal como se ha definido anteriormente, hlan sido

expuestos a PCV2 o estan en peligro o son susceptibles de ser infectados con PCV2.

La expresion "mejorar la resistencia de los cerdos contra infecciones concomitantes" tél
como se usa en la presente memoria se refiere, aunque sin limitacion, a un proce;so en el
que el nimero de cerdos infectados con un patdégeno diferente de circovirus se] reduce
con respecto a dicho patégeno en mas de un 10%, preferiblemente en mas de un 20%,
mas preferiblemente en mas de un 30%, incluso mas preferiblemente en mas de un 40%,
incluso mas preferiblemente en mas de un 50%, incluso mas preferiblemente en;mas de
un 60%, incluso mas preferiblemente en mas de un 80%, incluso mas preferiblemente en
el 100%, en comparacién con un grupo de control no vacunado. Por tanto, de acuerdo con
otro aspecto, la presente invencién también se refiere a un método para me|3jorar la
resistencia de cerdos frente a infecciones concomitantes con uno o mas patégenos
diferentes a PCV2, que comprende la etapa de administrar a dicho(s) cerdc!)(s) una
cantidad efectiva de antigeno de PCV2 o una composiciéon inmunogénica que co#nprende
antigeno de PCV2, en donde el nliimero de cerdos infectados con uno o mas dife dichos
patégenos diferentes a circovirus, se reduce con respecto a uno o mas de} dichos
patégenos en mas de un 10%, preferiblemente en mas de un 20%, mas preferit?lemente
en mas de un 30%, incluso mas preferiblemente en mas de un 40%, incll%so mas
preferiblemente en mas de un 50%, incluso mas preferiblemente en mas de un 60%,
incluso mas preferiblemente en mas de un 80%, incluso mas preferiblemente en el 100%,
en comparaciéon con un grupo de control no vacunado. Preferiblemente, dichos cerdos
estan coinfectados con PVC2 tal como se ha definido anteriormente, han sido expuestos a
PCV2 o estan en peligro o son susceptibles de ser infectados con PCV2. I

|

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

de la invencioén.
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EJEMPLO 1

Deteccién de infecciones concomitantes en animales infectados con PCV-2

Poblacion de estudio

El estudio se llevd a cabo en la zona sur de Alemania. Se obtuvieron cerdos hibridos
. L [
de lineas de cria comerciales (Landrace o Edelschwein (f) x Pietrain (m)) de 15

granjas de cria diferentes que son parte de una "comunidad productora de cerdos

Las granjas de cria presentaban distinto tamario (de 50 a 300 cerdas), manejo y
estado de salud. Las medidas rutinarias preventivas de los cochinillos de todas las
granjas de cria incluian inyeccién de hierro, cortado de dientes y cola y castr:‘?cién.
Tras el destete a la edad aproximada de 4 semanas, se transfirieron cochinillos de las
diferentes granjas de cria a una granja guarderia con un sistema de produccién [todo-
dentro-todo-fuera. Fueron alojados combinados en tres cuadras con corrales
disefiados para entre 60 y 120 cerdos por corral. Las medidas preventivas rutinarias
en la zona de guarderia incluian tratamiento profilactico con tetraciclinhidrocloruro
para los primeros diez dias tras la llegada. Se realizaron cuatro cambios en la
composicion de la comida durante la guarderia. El alimento proporcionado !a los
animales fue auto-preparado en base a cebada y minerales. A |la edad aproximada de
12 semanas los cerdos fueron trasladados a una granja de engorde con un sistema de
produccién todo-dentro-todo-fuera. Nuevamente fueron combinados y alojados en dos
establos con corrales disefiados para entre 10 y 30 cerdos por corral. Se realizaron
tres cambios en la composicidbn de la comida durante el engorde. El alirr:Iento
proporcionado a los animales fue auto-preparado en base a cebada, trigo, maiz y
concentrado de suero. Los cerdos permanecieron en la granja de engorde durante de

13.a 18 semanas.

Historial de la enfermedad

El modelo de enfermedad de PMWS se habia vuelto clinicamente aparente
aproximadamente tres afios antes del inicio del estudio, en noviembre de 2002, y fue

confirmado serolégicamente en diciembre de 2002. Al final de la guarderia / principio

del engorde, los animales comenzaron a mostrar los signos tipicos de PMWS, tales
como emaciacion, sintomas respiratorios y un marcado incremento de la tas|a de
mortalidad. La enfermedad se complicd con dos coinfecciones con PRRSV. La tasa de
mortalidad durante la guarderia (4-12 semanas de edad) normalmente oscilé entre 3,5
y 4,8 %, pero también se produjeron ocasionalmente picos de hasta un 10% de
mortalidad. Durante la mitad de |a fase tardia del engorde, los sintomas respiratorios y
el retraso en el crecimiento fueron predominantes en los animales infectados con
PCV2. La tasa de mortalidad durante el engorde (cerdos de 12-26 semanas de edad)

|
fue aproximadamente 1,7-2,4 % y el nimero de muertes selectivas fue del 1%. La
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ganancia de peso media diaria sélo fue moderada (719-731 g/dia'). Tres meses antes
del inicio del estudio se verific el diagndstico de PMWS en base| a los signos clinicos
y la viremia de PCV2, produciéndose ambos cuando los anima(‘lles tenian una edad
aproximada de 9 a 13 semanas. Como patégenos coinfectartes, se identificaron

f

PRRSV y Mycoplasma hyorhinis en muestras de irrigacion de ,pulmén de animales_

infectados con PCV2. 'f
l
l

Articulos de ensayo |

Para la vacunacion activa contra PCV2, se administré6 una vacuna de subunidad
|
desactivada (Ingelvac® CircoFLEX™, Boehringer Ingelheim Vetmedica GmbH). La

vacuna contenia la proteina de capsida ORF2 del PCV2 comojcomponente activo, y

. . |
carbémero como adyuvante. La secuencia de ORF2 fue derlllvada de un elemento

~ aislado de PCV2 Norte Americano que habia sido aislado a l‘»'partir de muestras de

amigdala y de higado de dos cerdos con sintomas de PMWS. l;‘.a secuencia de ORF2
fue insertada posteriormente en un sistema de expresiéon de b,'aculovirus usando una
linea celular de insecto derivada de ovarios del gusano Sodop{era frugiperda (células
SF+) como hospedante. |

Como articulo de control se empled un placebo que contenia sl'obrenadante de cultivo
celular libre de proteina de capsida de PCV2, y carbémero com]'o adyuvante.

|
Diserio experimental ]l
El ensayo de campo se llevé a cabo de acuerdo con Ios,’ principios de "Buenas
Practicas Clinicas" (BPC) y sigui¢ un disefio de estudio paralelo aleatorio, con control
negativo, doblemente ciego. Un total de 1519 cochinillos sénos fueron distribuidos
homogéneamente en dos grupos de tratamiento con respectolal peso corporal inicial y
la asignacién de lecho. Una semana antes del destete, se vacuné un grupo de
cochinillos (n = 754) con Ingelvac® CircoFLEX™ vy el otro glfupo (n = 765) recibié un
placebo. Los articulos evaluados fueron administrados como! dosis sencillas de 1 mL
intramuscularmente en la region derecha del cuello cuando I;os cochinillos tenian una
edad de 25,4 + 3,18 dias (media + S.D.). Tras el destete, cerlfdos de ambos grupos de
tratamiento fueron mantenidos en grupos mixtos hasta el fibal a fin de maximizar la

exposicién uniforme a patdégenos.

Reacciones en cadena de polimerasa

|
f
|

Los ensayos de reaccidén en cadena de polimerasa fue;lron usados tal como se
describe a fin de detectar acidos nucleicos especificos par"la PRRSV (Mardassi H, y
col., J Clin Microbiol 1994; 32 (9): 2197-203), Mycoplasma Hyorhinis (Caron J.,y col., J
Clin Microbiol 2000; 38 (4). 1390-6), Mycoplasma hyopneLf'lmoniae (Calsamiglia M, y
col., J Vet Diagn Invest 1999 Mayo; 11 (3): 246-51), Strepto"coccus suis (Wisselink HJ,

|

|
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y col., J Clin Microbiol 2002 Agosto; 40 (8): 2922-9), Pasteurella multocida (Townsend
KM, y col., J Clin Microbiol 1998 Abril; 36 (4): 1096-100), Actinobacillus
pleuropneumoniae (Schaller A, y col., Apx toxins in Pasteurellaceae species from
animals. Vet Microbiol 2000 12 de Junio; 74 (4): 365-76), Bordetella bronchispectica
(Hozbor D, y col., Res Microbiol 1999 Junio; 150 (5): 333-41) y Haemophilus parasuis
(Calsamiglia M, y col., J Vet Diagn Invest 1999 Marzo; 11 (2): 140-5) en muestras de
tejido de pulmén. [
Para la cuantificacion de la carga virica de PCV2 en suero, se cuantifican/cuantificaron
equivalentes de genoma de PCV2 de acuerdo con el método descrito en Brunborg y
col., 2004; J. Virol. Methods 122: 171-178. Para la amplificacion del PCV2 se
usaron/usan iniciadores PCV2-84-1265U21 vy PCV2-84-131%L21. El nivel de corte
para una muestra positiva se fijo en 10* copias de plantilla por mL de suero en base a

experimentos de validacién. Todos los ensayos de cuantificacién de ADN de PCV2 se

llevaron a cabo en bioScreen GmbH, Miinster, Alemania.

Resultados
Viremia de PCV2
Se investigd si el comienzo y la gravedad de los sintor%mas clinicos y lesiones

observados caracteristicos de PMWS estaban relacionados c;on el inicio de la viremia
de PCV2 en la sangre de "animales de muestra" preseleccionados. Tal como se ilustra
en la Figura 1, el inicio de la viremia de PCV2 comenzé en el grupo tratado con
placebo cuando los animales tenian una edad de aproximadamente 9-10 semanas. Se
alcanzaron niveles maximos de hasta un 85% de animales pasitivos en PCV2 cuando
los animales tenian una edad aproximada de entre 11y 14 ser|nanas. A partir de las 14
semanas de edad y hasta el final del engorde, la proporcion de animales virémicos
con PCV2 fue decreciendo sin que sin embargo se alcanzarar? de nuevo los niveles de
linea base. De media, la duracién individual de la viremia iduré 56 dias (datos no
mostrados).

En comparacion con el grupo tratado con placebo, la proporci!én de animales positivos
en PCV2 del grupo vacunado fue significativamente mas redufcida (p < 0,0001) con no
mas del 35% de animales positivos en el maximo de viremia ‘(Figura 1B). La duracién
media de la viremia en los animales vacunados se redujo en 31 dias (p < 0,0001;
datos no mostrados). ,
También se realizé un examen de la carga virica en los animales. En este estudio se
observaron principalmente cargas viricas de relevancia clinica (> 10° gE/mL de suero)
en los animales tratados con placebo en la fase temprana dle la viremia, cuando los
animales tenian aproximadamente 10-15 semanas de edad (!Figura 1A). A la edad de
11 semanas, la proporcidon de animales con cargas viricas ciﬁlinicas relevantes (40%)

era mayor que la proporcion de animales con cargas viricas subclinicas relevantes
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(37%). Esta relacion fue cambiando dramaticamente en la Ultima fase de la viremia

!
!
|
|
(17-25 semanas de edad) debido a una reduccion significativa de las infecciones de |
relevancia clinica. En los animales vacunados que fueron positivos en PCV2, las ,/
|
!

infecciones subclinicas fueron predominantes en todos los puntos temporales

analizados (Figura 1B).
En resumen, el perfil de PCV2 en las zonas de estudio seleccionadas durante el

tiempo del estudio se caracterizé por lo siguiente: a) un inicio de la viremia de PCV2 !
en la semana de estudio 9-10 que coincidio con el inicio de los sintomas clinicos y de :
las lesiones de PMWS, b) una elevada carga virica en los animales tratados con }J,
placebo en la fase inicial de la viremia de PCV2, c) una reduccién significativa de la

duracion de la viremia y del porcentaje de animales con cargas viricas clinicas y ,,

|
!
!

subclinicas relevantes en los animales vacunados en comparacién con los animales},"
:

|
|
Presencia de infecciones concomitantes en los animales tratados con placebo |
. . !

Los resultados obtenidos hasta el momento confirman el diagnéstico de PMWS en la
poblacién de estudio analizada, e indican que la vacunacién contra PCV2 puede
. !

proteger considerablemente a los animales frente al PMWS. Este experimento qe

tratados con placebo.

inmunizacion controlado con placebo permitid por tanto la evaluacién de la hipétesﬁs
de que el PMWS causa una inmunosupresién subyacente en [os animales. $e
especuld que en el caso de una inmunodeficiencia asociada a PCV2, la frecuencia {je
coinfecciones tras el inicio de la viremia de PCV2 seria mayor en los animales trataq'os
con placebo que en los animales vacunados. Por tanto, en una primera etapa ’y'se
analizd con mas detalle la exposicién de los animales del estudio a organismos
oportunistas. Ya que la monitorizacion de los sintomas clinicos habia mostrado ,que
los animales padecian predominantemente sintomas respiratorios, se decidi6
seleccionar muestras pulmonares de los animales muertos para el respeq,ltivo
escrutinio de patégenos mediante PCR. En la Tabla 3 se presentan los resultadol"s de
los animales tratados con placebo Unicamente, ya que se considera que sorﬁ los

|

reflejan mas estrechamente las condiciones de campo naturales. ,
Antes del inicio de la viremia de PCV2 (a las 3-8 semanas de edad), el unico patqbeno
que se detectd en 2 de cada 5 muestras de pulmén de animales tratados con plécebo
fue el Streptococcus suis. En el inicio de la viremia de PCV2 (a las 9-10 seman,-']as de
edad), 1 de cada 8 muestras de pulmén de animales tratados con placebo era pésitiva
en PCV2, mientras 4 de cada 8 muestras de pulmén analizadas fueron positi\ilas en
PRRSV. Otros patdgenos detectados en baja cantidad tanto por si solos como en
combinacion con estos dos patdégenos fueron Mycoplasma hyorhinis, Myco;{')lasma
hyopneumoniae y Streptococcus suis. La mayor cantidad de patégenos coinfec":tantes

se detectd en muestras de pulmédn de animales tratados con placebo durantellla fase

|



10

15

20

25

30 |

aguda de la viremia de PCV2 (de 11 a 16 semanas de edad). Entre las 17 muestras
de pulmén evaluadas como positivas para PCV2, 12 también resultaron positivas paré
PRRSV y 13 para Mycoplasma hyorhinis. Ademas, esporadicamente se detectarofm
coinfecciones con Streptococcus suis o Pasteurella multocida. Finalmente, en la ultim,'a
fase de la viremia (de 17 a 26 semanas de edad), las coinfecciones con Mycoplasn;*'la
hyopneumoniae fueron predominantes (6 de cada 7 muestras positivas para PCV,é),
pero también se detectaron coinfecciones con Mycoplasma hyorhinis, Actinobacil’/'us
pleuropneumoniae y Streptococcus suis. Para el periodo completo de tiempo traél’ el
|
inicio de la viremia (9-26 semanas de vida), s6lo 2 de cada 22 muestras de puImén" de
animales tratados con placebo fueron evaluados como positivos Unicamente p'ara
PCV2. En la mayoria de las muestras de pulmén analizadas positivas para PCV2, se
detectaron combinaciones de dos o tres organismos. Durante el transcurso del estudio
se observé por tanto infeccion de PCV2 en asociacién con varias infecci’lones
respiratorias concomitantes. El inicio y el maximo de la viremia de PCV2 coincidié con
los inicios y los maximos de las coinfecciones con PRRSV y Mycoplasma hyorhinis,
mientras que la Gltima fase de la viremia de PCV2 vino acompafiada del inicio de una

infeccién de Mycoplasma hj/opneumoniae.

Reduccién de coinfecciones mediante vacunacion contra PCV2
La comparacion de la frecuencia de patdégenos respiratorios detectados en n}'uestras

de pulmoén no reveld diferencias importantes entre ambos grupos de tratamiehto para
el momento anterior al inicio de la viremia de PCV2 (datos ho mostrados).,f Tras el
inicio de la viremia de PCV2 (10-26 semanas de edad), la proporcién de muéstras de
pulmén de animales vacunados que fueron evaluados como positi\(ios para
Mycoplasma hyorhinis y PRRSV se redujo en un 71% (p = 0,0293) y un ,2,16% (p =
0,2847), respectivamente (Tabla 1).

Tabla 1: Resultados del estudio de B05 BIVI 030
Placebo Vacuna Reduccion /

% (N) % (N) % /
Exposicién a 92 (24/26) 55 (6/11) 40
PRRSV 50 (13/26) 27  (3/11) 46 /
M. hyorhinis 62 (16/26) 18  (2/11) 71
M. hyopneumoniae 23 (6/26) 45 (5/11) -
S. suis 12 (3/26) 27  (3/11) -
P. multocida 4 (1/26) 9 (1111) -
APP 8 (2/26) 0 (0/11) 100 |
B. bronchiseptica 0 (0/26) 0 (0/111) 0
H. parasuis 0 (0/26) 0 (0/11) 0 /
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Ademas, esporadicamente se descubrieron muestras pulmonares de animales
.. . . I,
tratados con placebo positivas para Actinobacillus pleuropneumoniae. Se observaron
- . . . | .
pequefas diferencias en el numero de muestras pulmonares positivas para

Mycoplasma hyopneumoniae, Streptococcus Suis 0 Pasteurlélla multocida en un

segundo estudio entre ambos grupos de tratamiento. Tal como §"e indica en la Tabla 2,
! (Streptococcus  suis,

i

estos patdgenos estaban presentes en bajas frecuencias

|

Pasteurella muiltocida) o aparecian en la fase final de la infeccion de PCV2
|

(Mycoplasma hyopneumoniae). ,J
|
|

En otro estudio (estudio BO5 BIVI 013), se observé una resiste,r'mia similar a patégenos

. . ]
concomitantes en los animales vacunados, tal como se presenfca en la Tabla 2.

|

|

I

Tabla 2: Resultados del estudio de BO5 BIVI 013
Placebo Vacuna I?,Qeduccién
% (N) % (N) (’ %
P. multocida 14 15/109 0 0/32 ’l 100
H. parasuis 3 3109 o2 | 100
Salmonella spp. 5 5/109 0/32 / 100
APP 4 41109 0 0532 | 100
S. suis 50 15/30 na. na. ',’ n.a.
|

Por lo tanto, bajo la influencia de la vacunacién contra PCV-2, se redujo notablemente
1

la frecuencia de infecciones de PCV2, asi como la frecuencia de coinfecciones de

Actinobacillus pleuropneumoniae, Haemophilus parasuis, Mycoplasma hyrhinis,

!

Pasteurella multocida, PRRSV, Salmonella spp., Strepoco;c'cus suis.
{
|
|

Asimismo, en otro estudio se observd una resistencia similar a Mycoplasma
|

hypopneumoniae en los animales vacunados. ;
!
!
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REIVINDICACIONES

Una composicidon inmunogénica que consiste de proteinas PCV-2 pRF-Z, en
donde la proteina PCV-2 ORF-2 es un polipéptido que comprende la sécuencia de
SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6 0 SEQ ID NO: 11 y portadores veterinariois'! aceptables
seleccionados de entre un grupo que consiste de disolventes, medios d,t'e dispersion,
revestimientos, adyuvantes, agentes estabilizantes, diluyentes, g",onservantes,

agentes antibacterianos y antifingicos, agentes isotonicos y agentes/"de adsorcién

retardantes. ]
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