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1. Yo, Luz Clemencia DE PAEZ, en mi condicién de apoderada de la sociedad solicitante de la
patente de la referencia, me refiero al oficio No. 12453 notificado por fijacién en lista del 18 de
julio de 2012.

2. Mediante memorial radicado el dia 08 de octubre de 2012, solicité plazo de treinta (30) dias
para atender el oficio No. 12453.

3. Mediante oficio No. 12453 se puso en conocimiento del solicitante el informe que contiene las
observaciones hechas por su Despacho sobre la presente solicitud de patente. Las

- observaciones realizadas en el oficio son las siguientes:

3.1 Reivindicaciones relativas a un uso

El Examinador objeta las reivindicaciones 34 y 35, mencionando que no son
patentables segun el Articulo 14 de la Decision 486.

3.2 Pliego reivindicatorio

De manera resumida, el Examinador ha expuesto lo siguiente:
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¢ Reivindicacién 1. debe definir las secuencias, vectores, virus y sobrenadantes
empleados. El paso D es un proceso esencialmente biolégico. Se sugiere incluir todos
los pasos mencionados en las reivindicaciones 3 a 13.

Reivindicacién 33: no define la materia obtenida por su secuencia.

Reivindicacion 38: no define la secuencia de la proteina ORF2 de PCV2, la cadena de
aminoacidos, los auxiliares de formulacién y las proporciones.

Reivindicacion 52: debe definir el kit por sus caracteristicas técnicas.

Existe falta de concisién a lo largo del pliego reivindicatorio.

3.3 Unidad de invencion

Se considera que la presente solicitud no cumple con el requerimiento de unidad de
invenciéon y que el pliego reivindicatorio comprende 10 grupos inventivos que no estan
cobijados bajo un Unico concepto comun inventivo.

3.4 Novedad

Para la evaluacion de este requerimiento se citan tres articulos cientificos. El
Examinador considera que el documento D1 revela todas las caracteristicas esenciales de la
reivindicacion 1, que el documento D2 revela todas las caracteristicas esenciales de las
reivindicaciones 14 a 30 y que el documento D3 revela todas las caracteristicas esenciales de
las reivindicaciones 1 a 13 y 32.

4. Respuesta a las objeciones

De este modo y con el objeto de atender las objeciones arriba mencionadas, se desea
presentar las siguientes modificaciones, aclaraciones y argumentos:

4.1 Modificacion de una solicitud en framite

De acuerdo con el articulo 34 de la Decisién 486 de la Comisidén de la Comunidad
Andina, donde se establece que la modificacion de una solicitud es posible en cualquier
momento del tramite mientras no implique una ampliacion de la solicitud inicial, me permito
presentar un nuevo pliego reivindicatorio conformado por 1 reivindicacion.

Asi, siguiendo las amables sugerencias del Examinador se ha modificado el pliego
reivindicatorio para incluir una Unica reivindicacion correspondiente a la unién del contenido de
las anteriores reivindicaciones 31 y 32. No obstante, se ha definido con mayor claridad la
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proteina y los pasos del método. Adicionalmente, se ha eliminado el paso ii) objetado. Estas
modificaciones se encuentran soportadas en el pliego reivindicatorio inicial y en la descripcion
(ver por ejemplo, paginas 1, 6, 20, 43 y 44).

Por lo anterior, el pliego reivindicatorio cumple con los requerimientos de claridad,
concision y soporte establecidos en el Articulo 30 de la Decisién 486. Igualmente, define un
Unico concepto comun inventivo, por lo que las objeciones formuladas por el Examinador en
este sentido se ven superadas.

4.2 Arqumentos a favor de la patentabilidad de la solicitud

Teniendo en cuenta las modificaciones introducidas al pliego reivindicatorio, es posible
determinar que la presente solicitud cumple tanto con el requerimiento de novedad como el de
nivel inventivo, establecidos en los articulos 16 y 18 de la Decision 486.

Especificamente, teniendo en cuenta que la nueva reivindicacion 1 incorpora los
contenidos de las anteriores reivindicaciones 31 y 32, de las cuales la primera fue considerada
novedosa y la Ultima fue considerada tanto novedosa como inventiva en el IPRP (se adjunta
copia de la casilla No. V del IPRP para mejor referencia), la reivindicacion resultante es
igualmente novedosa e inventiva sobre los documentos D1, D2 y D3. La Oficina de Patentes
Europea ha también reconocido la novedad y el nivel inventivo de este método sobre los
mismos documentos.

De otro lado, el efecto técnico inesperado que provee el método reivindicado se
demuestra con los ejemplos de la descripcion y particularmente con el ejemplo 1, tabla 1.

Por consiguiente, el método reivindicado cumple con los requerimientos de
patentabilidad de los articulos 16 y 18 de la Decision 486.

4.3 Conclusion

Con las modificaciones y los argumentos aca presentados, se superan las objeciones
formuladas por el Examinador en el oficio 12453.

4.4 Presentacion de una solicitud divisional

En virtud del Articulo 36 de la Decisién 486 en donde se establece que el solicitante
podra dividir su solicitud en cualquier momento del tramite mientras no implique ampliacién de
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la materia, se presenta una division de la materia de la presente solicitud. Esta solicitud
divisional no amplia el alcance inicialmente solicitado.

En consecuencia, se solicita atentamente dar tramite a esta solicitud divisional.

5. Puesto que se ha dado respuesta a todas las objeciones formuladas por el Examinador, se
solicita atentamente proceder al otorgamiento de la solicitud de patente para la reivindicacion 1.
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. 12453, toda
vez que al no haber sido trasladadas a mi representada, dicha decisién violaria tanto el tenor
literal del articulo 45 de la Decision 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 reivindicacion

e Formulario de modificaciones en solicitud pendiente

¢ Solicitud de division de una solicitud en tramite

* Memoria descriptiva de la solicitud divisional

¢ Pliego reivindicatorio divisional conformado por 55 reivindicaciones

¢ Recibo por concepto de presentacion de solicitud

* Recibo por concepto de presentacion de 45 reivindicaciones adicionales a la décima por
valor de $1'350.000

e Casilla V del IPRP

Senfor Director,

o @ g el

LUZ CLEMENCIA DE PAEZ
C.C. 35.456.344 de Usaquén
T.P.A. No. 23.555

COLO-15149-0841-017-5

m COLO-15149-0841-006-8
JMS\UMS\ID-230735\WPC15149
No. M-2012-230735\JMS
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Espacio reservado para el adhesivo de radicacién

Industria v Comercio
SUPERINTENDENCIA

DIRECCION DE NUEVAS CREACIONES
MODIFICACIONES Y/O CORRECCIONES

1. identificacion del Tramite

D Error material E Modificaciéon a una Solicitud en tramite

@ Patente de Invencién
[ Patente de Modelo de Utilidad
I:l Registro de Disefio Industrial

D Esquema de Trazado de Circuitos Integrados

2, Datos del solicitante

Persona Natural D Persona Juridica E

BOEHRINGER INGELHEIM VETMEDICA, INC.

Nombre o denominacion / Nombre o razdn social completa

Nombre representante legal

Tipo de empresa Micro D Pequena D Mediana D Otra D
Documento de identificacion: DC.C. D C.E. D NIT D Otro Numero
Nacionalidad/Pais de constitucién [ Direccién y domicilio del titular Ciudad
Estados Unidos de América, 2621 North Belt Highway, Missouri 64506 St. Joseph
Direccion electrénica No. Fax Numero telefénico
clientes@cavelier.com 2118650 347 36 11

D Autorizo expresamente a la Superintendencia de Industria y Comercio para que todas las comunicaciones sean enviadas a
través de la direccién de correo electrénico

3. Datos del apoderado:

Apellidos y Nombre Documento de identificacion Tarjeta profesional

De Paez Luz Clemencia C.C. 35.456.344 T.P.A. 23.555
Direccion y domicilio Ciudad
Carrera 42 No. 72 =35 Bogota
Direccién electrénica No. Fax Numero telefénico
cavelier@cavelier.com 21186 50 347 36 11
En caso de haber presentado poder general para asuntos que se adelanten ante la Delegatura de Propiedad Industrial, sirvase
indicar el numero de su radicacion o protocolo de poder general

P102-F17 vr1 (2012-04-19)
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4,‘ Datos del tramite
Correccion:
Expediente No 07.077.615
Aparece
Debe ser

Modificacion:

@ Modificacion al capitulo reivindicatorio.

Presento nuevo capitulo reivindicatorio compuesto por 1 reivindicacion y pido respetuosamente que el
examen de patentabilidad sea realizado sobre estas nuevas reivindicaciones presentadas.
Respetuosamente manifiesto que a pesar de eliminar materia del pliego reivindicatorio originalmente
presentado, mi representada no renuncia a la proteccién que pueda obtener sobre dicha materia y se
reserva el derecho de presentar una solicitud divisional que la contenga durante el tramite de la
presente solicitud, beneficiandose de la fecha de prioridad inicialmente reivindicada.

D Modificacion al resumen.

D Modificacion a los dibujos.

5. Anexos

D Poder, si fuere el caso.
|Z| Documento que contiene las modificaciones o correcciones.

D Copia de la solicitud y sus anexos en formato magnético.

PI02-F17 vrl (2012-04-19)
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6. Firma

Nombre y apellidos Firma
LUZ CLEMENCIA DE PAEZ

%LQ Conena.DSob/RE 2
C.C. 35.456.344 DE Usaquén Tarjeta Profesional 23.555 i

mJMS\VCB\WPC1 5149\ID-230853

PI02-F17 vr1 (2012-04-19)
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SUPERINTENDENGIA

DIRECCION DE NUEVAS CREACIONES
CONVERSION, DIVISION Y FUSION DE SOLICITUDES

1. Identificacion del Tramite

D Conversion IZI Division D Fusién
E' Patente de Invencién

D Patente de Modelo de Utilidad
D Registro de Diserio Industrial

D Esquema de Trazado de Circuitos Integrados

2. Datos del solicitante
Persona Natural D Persona Juridica @

BOEHRINGER INGELHEIM VETMEDICA, INC.

Nombre o denominacién / Nombre o razén social completa

Nombre representante legal

Tipo de empresa Micro D Pequefa D Mediana D Otra D
Documento de identificacién: DC.C. D C.E. D NIT D Otro Numero
Nacionalidad/Pais de constitucién | Direccién y domicilio del titular Ciudad
Estados Unidos de América, 2621 North Belt Highway, Missouri 64506 | St. Joseph
Direccion electronica No. Fax Numero telefonico
clientes@cavelier.com 2118650 347 36 11

D Autorizo expresamente a la Superintendencia de Industria y Comercio para que todas las comunicaciones sean enviadas a
través de la direccién de correo electrénico

3. Datos del apoderado:

Apellidos y Nombre Documento de identificacion Tarjeta profesional

De Paez Luz Clemencia C.C. 35.456.344 T.P.A. 23.555
Direccién y domicilio Ciudad
Carrera 42 No. 72 -35 Bogota
Direccién electrénica No. Fax Numero telefénico
cavelier@cavelier.com 2118650 347 36 11
En caso de haber presentado poder general para asuntos que se adelanten ante ia Delegatura de Propiedad Industrial, sirvase
indicar el numero de su radicacioén o protocolo de poder general

P102-FO5 vr6 (2012-04-19)
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4, Datos del tramite
CONVERSION DIVISION FUSION
Expediente Expediente : 07.077.615 Expediente
De:
De: A De:
A A

5. Comprobante de Pago No  12-120823 Fecha 21/11/2012
Comprobante de Pago No  12-121048 Fecha 22/11/2012

6. Anexos
Comprobante de pago de la tasa para la presentacion de la correccion y/o modificacion

Comprobante de pago por 45 reivindicaciones adicionales después de la décima
reivindicacion por $1.350.000.

Poder, si fuere el caso con el que se acredita la representacion

Documento que contiene la conversion, division o fusién de la solicitud

OKK XK

Copia de la solicitud y sus anexos en formato magnético

7. Firma
Nombre y apellidos Firma
LUZ CLEMENCIA DE PAEZ
sz Choneras Ccbide>
C.C 35.456.344 de Usaquén Tarjeta Profesional T.P. 23.555 7? #Z 5 \!._W..

({) JMS\WVCBWPC15149\ID-230856

P102-F05 vr6 (2012-04-19)
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NOTA: Esta es una solicitud de division de la materia contenida originalmente en la solicitud de
patente No. 07.077.615 la solicitud de division de la materia se hace como consecuencia de las
observaciones hechas por ese Despacho y que fueron dadas a conocer al solicitante por medio del
oficio No. 12453 notificado por fijacion en lista del 18 de julio de 2012. Por lo tanto pido que esta
solicitud de divisién de materia sea tratada con el beneficio de presentacién de la solicitud original, esto
es 30 de julio de 2007 y las prioridades que alli se reivindican el 30 de diciembre de 2004; 13 de enero

de 2005 y el 29 de diciembre de 2005.

Nota: La copia basica original se encuentra en el expediente No. 07.077.615

P102-F05 vr6 (2012-04-19)
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NOTA: Esta es una solicitud de division de la materia contenida originalmente en la solicitud de
patente No. 07.077.615 La solicitud de divisién de la materia se hace como consecuencia de las
observaciones hechas por ese Despacho y que fueron dadas a conocer al solicitante por medio del
oficio No. 12453 notificado por fijacion en lista del 18 de julio de 2012. Por lo tanto pido que esta
solicitud de division de materia sea tratada con el beneficio de presentacién de la solicitud original, esto
es 30 de julio de 2007 y las prioridades que alli se reivindican el 30 de diciembre de 2004; 13 de enero

de 2005 y el 29 de diciembre de 2005.

Nota: La copia basica original se encuentra en el expediente No. 07.077.615

PI02-F05 vr6 (2012-04-19)



REIVINDICACIONES

1. Un meétodo para recuperar la proteina expresada por la estructura de lectura
abierta 2 (ORF2) del circovirus porcino de tipo 2 (PCV2), en donde dicha
proteina ORF2 de PCV2 es:

i) Un polipéptido que comprende la secuencia SEQ ID NO: 5, SEQ ID
NO: 6, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 100 SEQ ID NO: 11, 0
1)) Un polipéptido que es codificado por ADN que comprende la SEQ ID
NO: 30 SEQ ID NO: 4,

y en donde dicho método comprende las siguientes etapas:

a) Infectar células de insecto en medio de crecimiento con un vector de
baculovirus recombinante que contiene dicha estructura de lectura
abierta 2, en donde la proteina ORF2 es expresada por dicho vector de
baculovirus;

b) Recuperar dicha proteina expresada en el sobrenadante de dicho cultivo
celular, en donde dicha recuperacioén ocurre al menos 5 dias después de

la infeccion de las células de insecto con dicho vector de baculovirus.

JMSWUMS\ID-230736\WPC 15149



International application No.
INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT ON PATENTABILITY | PCT/US05/47556

Box No. V  Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial
applicability; citations and explanations supporting such statement

1. Statement
Novelty (N) Claims 1-35. 38-48, 54-55 YES
Claims NONE NO
Inventive Step (IS) Claims 13,27, 32, 54-55 YES
Claims 1-12, 14-26, 28-35, 38-48 NO
Industrial Applicability (IA) Claims 1-35, 38-48, 54-55 YES
Claims NONE NO

2. Citations and Explanations (Rule 70.7) '

Claims 1-12, 14-26, 28-35, 38-48 lack an inventive step under PCT Article 33(3) as being obvious over NAWAGITGUL et al
(CLINICAL AND DIAGNOSTIC LABORATORY IMMUNOLOGY, Jan. 2002, Vol. 9, No. 1, pages 33-40), BUBLOT et al (US
6,497,883 B1), and MAHE (Journal of General Virology, 2000), for reasons of record advanced in the previous written opinion
mailed 02 October 2006. Applicants argue that none of the art teaches or suggest recovering the recombinant ORF2 protein form the
supernatant, Applicants further assert that it was not known that higher yields of ORF2 would be obtained from the supernatant than the
infected cells that were lysed, once the infection was permitted to progress for a longer period of time. Applicants' argument as part ofa
response filed on 14 December 2006 has been considered fully, but they are not persuasive. None of the limitations that are argued are
present in the claims, and absent such limitations the claimed invention is neither novel nor inventive. Absent specific time limitation
the product obtained from the current method yield the same or similar amount of protein as previously reported by the above cited art,
absent any unexpected results. The rejection for the above cited claims are maintained.

Claims 13, 27, 32, 54, and 55 meet the criteria set out in PCT Article 33(2)-(3), because the prior art does not teach or fairly
suggest the time line necessary to obtain the protein form the supernatant.

Claims 1-35, 38-48, 54-55 meet the criteria set out in PCT Article 33(4), and thus the industrial applicability because the subject
matter claimed can be made or used in industry.

Form PCT/IPEA/409 (Box No. V) (April 2005)-

\3
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SUPERINTENDENCIA

DELEGATURA DE PROPIEDAD INDUSTRIAL

Division de Nuevas Creaciones

SOLICITUD ]
PATENTE DE INVENCION

21. EXPEDIENTE No.

54. TiTU LO COMPOSICIONES INMUNOGENICAS PCV2 Y METODOS

PARA PRODUCIR TALES COMPOSICIONES

51. CLASIFICACION INTERNACIONAL

71. SOLlClTANTE BOEHRINGER INGELHEIM VETMEDICA , INC.

MISSOURI, ST. JOSEPH, ESTADOS UNIDOS DE AMERICA

DOMICILIO

LUZ CLEMENCIA DE PAEZ

74 APODERADO C.C.. 35.456.344 de Usaquén

22. BOGOTA, D.C.,

(FORMA P-10)
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SUPERINTENDENCIA

DIRECCION DE NUEVAS CREACIONES
CONVERSION, DIVISION Y FUSION DE SOLICITUDES

1. Identificacion del Tramite

0 conversion B¢ pivision Fusién
@ Patente de Invencion

[ Patente de Modelo de Utilidad
D Registro de Disefio industrial

D Esquema de Trazado de Circuitos Integrados

2. Datos del solicitante

Persona Natural D Persona-Juridica @

BOEHRINGER INGELHEIM VETMEDICA, INC.

Nombre o denominacion / Nombre o razén social completa

Nombre representante legal

Tipo de empresa Micro D Pequena D Mediana D Otra D
Documento de identificacion: DC.C. D CE. D‘- NIT D Otro Numero
‘Nacionalidad/Pais de constitucién. [ Direccién y domicgilio del titular Ciudad
Estados Unidos de América, 2621 North Belt Highway, Missouri 64506 St. Joseph
Direccién electrénica No. Fax Numero telefénico
clientes@cavelier.com 21186 50 347 36 11

D Autorizo expresamente a la Superintendencia de Industria y Comercio para que todas las comunicaciones sean enviadas a
través de la direccién de correo electrénico

3. Datos del apoderado:

Apellidos y Nombre Documento de identificacién Tarjeta profesional

De Paez Luz Clemencia C.C. 35.456.344 T.P.A. 23.555
Direccién y domicilio Ciudad
Carrera 42 No. 72 -35 Bogota
Direccién electrénica No. Fax Numero telefénico
cavelier@cavelier.com 2118650 347 36 11
En caso de haber presentado poder general para asuntos que se adelanten ante la Delegatura de Propiedad Industrial, sirvase
indicar el niimero de su radicacion o protocolo de poder general

P102-F05 vr6 (2012-04-19)
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4, Datos del tramite
CONVERSION DIVISION FUSION
Expediente Expediente : 07.077.615 Expediente
De:
De: A De:
A A

5. Comprobante de Pago No  12-120823 Fecha 21/11/2012
Comprobante de Pago No  12-121048 Fecha 22/11/2012

6. Anexos
Comprobante de pago de la tasa para la presentacion de la correccion y/o modificacién

Comprobante de pago por 45 reivindicaciones adicionales después de la décima
reivindicacion por $1.350.000.

Poder, si fuere el caso con el que se acredita la representacion

Documento que contiene la conversion, division o fusion de la solicitud

@
OEE HE&E

Copia de la solicitud y sus anexos en formato magnético

7. Firma
Nombre y-apellidos Firma
LUZ CLEMENCIA DE PAEZ
| Uz Clonexes Cobides
C.C 35.456.344 de Usaquén Tarjeta Profesional T.P. 23.555 74? #/2 3 \‘_W...

({,‘ JMSWCBWPC15149\ID-230856

PI02-F05 vr6 (2012-04-19)
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NOTA: Esta es una solicitud de division de la materia contenida originaimente en la solicitud de
patente No. 07.077.615 |a solicitud de divisién de la materia se hace como consecuencia de las
observaciones hechas por ese Despacho y que fueron dadas a conocer al solicitante por medio del
oficio No. 12453 notificado por fijacion en lista del 18 de julio de 2012. Por lo tanto pido que esta
solicitud de division de materia sea tratada con el beneficio de presentacién de la solicitud original, esto
es 30 de julio de 2007 y las prioridades que alli se reivindican el 30 de diciembre de 2004; 13 de enero

de 2005 y el 29 de diciembre de 2005.

Nota: La copia basica original se encuentra en el expediente No. 07.077.615

PI02-FO0S vr6 (2012-04-19)
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WO 2006/072065 PCT/US2005/047596

COMPOSICIONES INMUNOGENICAS PCV2 Y METODOS PARA PRODUCIR

TALES COMPOSICIONES

SOLICITUDES RELACIONADAS

Esta solicitud reivindica el beneficio de la solicitud provisional serie No.
60/640,510, presentada en Diciembre 30, 2004, y la solicitud con nimero de serie
11/034,737, presentada en Enero 13, 2005, cuyas ensefianzas y contenidos se

incorporan aqui como referencia.
LISTAS DE SECUENCIAS
Esta solicitud contiene una lista de secuencias en formato de papel y en un

formato legible por computadora. Cuyas ensefianzas y contenidos se incorporan

aqui como referencia.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Campo de la Invencion

Un aspecto de la presente invencion se relaciona con la recuperacion de

una proteina expresada mediante una estructura de lectura abierta 2 (ORF2) del

circovirus porcino tipo 2 (PCV2). Mas particularmente, la proteina es una proteina

recombinante expresada mediante un virus transfectado que contiene secuencias

de codificacion recombinantes para estructura de lectura abierta 2 de circovirus
porcino tipo 2. Aun mas particularmente, se permite al virus transfectado infectar

las células en medio de crecimiento y la proteina expresada por la estructura de

b
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WO 2006/072065 2 PCT/US2005/047596

lectura abierta 2 se recupera en el sobrenadante, a diferencia desde el interior de
las células. Aun més particularmente el método involucra las etapas de amplificar
el gen de estructura de lectura abierta 2 proveniente del circovirus porcino tipo 2,
clonar esta porcion amplificada en un primer vector, escindir la porcion de
estructura de lectura abierta 2 proveniente del primer vector y clonarlo en un
vector de transferencia, co-transfectar el vector de transferencia con un vector
virico en las células en medio de crecimiento haciendo que las células se infecten
mediante el vector virico y expresando de esta manera la estructura de lectura
abierta 2, y recuperar la proteina recombinante expresada codificada mediante la

estructura de lectura abierta 2 en el sobrenadante.

En otro aspecto, la presente invencion se relaciona con una composicion
inmunogénica efectiva para inducir una respuesta inmune contra PCV2, y métodos
para producir estas composiciones inmunogénicas. Mas particularmente, la
presente invencion se relaciona con una composiciéﬁ inmunogénica efectiva para
suministrar una respuesta inmune que protege un animal que recibe la
composicién, y reduce, o disminuye la severidad, de los sintomas clinicos
asociados con la infeccion PCV2. Ain mas particularmente, la presente invencién
se relaciona con una composicion inmunolégica basada en proteina que confiere
una proteccion efectiva contra la infeccion mediante PCV2. Adn mas
particularmente, la presente invencién se relaciona con una composicion
inmunolégica que comprende ORF2 de PCV2, en donde la administracion del
ORF2 de PCV2 resulta en la protecciéon contra la infeccion mediante PCV2. Mas
particularmente, la presente invencion se relaciona con una composicion
inmunolégica efectiva para conferir inmunidad efectiva a un cerdo que recibe la
composicidn inmunolégica, y en donde la composicion comprende una proteina

expresada mediante ORF2 de PCV2.

\B
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Descripcién de la Técnica Relacionada

El circovirus porcino tipo 2 (PCV2) es un virus de ADN no recubierto y
icosahédrico pequefio (17-22 nm de didmetro), que contiene un genoma circular
de hebra doble. El PCV2 comparte aproximadamente el 80% de la identidad de
secuencia con el circovirus porcino tipo 1 (PCV1). Sin embargo, en contraste con
el PCV1, que es generalmente no virulento, el cerdo infectado con PCV2 exhibe
un sindrome cominmente denominado como Sindrome Progresivo Multisistémico

Post-destete (PMWS).

El PMWS se caracteriza clinicamente por debilitamiento, palidez de la piel,
retardo en crecimiento, dificultad respiratoria, diarrea, ictericia y hepatitis. En
algunos cerdos afectados, una combinacién de todos los sintomas sera evidente
mientras que en otros cerdos solo tendran uno o dos de estos sintomas. Durante
la necropsia, las lesiones macroscdpicas y microscépicas también aparecen sobre
tejidos y érganos multibles, con organos linfoides siendo el sitio mas comun para
las lesiones. Una fuerte correlacion se ha observado entre la cantidad del acido
nucleico o antigeno PCV2 y la severidad de las lesiones linfoides microscopicas.
Las tasas de mortalidad para cerdos infectados con PCV2 se pueden aproximar al
80%. Ademas del PMWS, el PCV2 se ha asociado con varias otras infecciones
que incluyen seudorabias, sindrome reproductivo y respiratorio porcino (PRRS), y
enfermedad de Glasser, meningitis estreptococica, salmonelosis, colibacilosis post

destete, hepatosis dietética, y bronconeumonia supurativa.

La proteina de estructura de lectura abierta 2 (ORF2) del PCV2, tiene un

peso molecular aproximado de 30 kDa cuando corre sobre un gel SDS-PAGE, se
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ha utilizado en el pasado como un componente antigénico en vacunas para PCV2.
Los métodos tipicos para obtener ORF2 para uso en tales vacunas generalmente
consisten de amplificar la codificacion de ADN PCV2 para ORF2, transfectando el
vector virico con ADN ORF2, infectando las células con el vector virico que
contiene el ADN ORF2 permitiéndole al virus expresar la proteina ORF2 dentro de
la célula, y extrayendo la proteina ORF2 proveniente de la célula por via de lisis
celular. Estos procedimientos generalmente toman aproximadamente 4 dias
después de la infeccion de las células por el vector virico. Sin embargo, estos
procedimientos tienen una desventaja por que los procedimientos de extraccion
son ambos costosos y consumen tiempo. Adicionalmente, la cantidad de ORF2
recuperado de las células no es muy alta; consecuentemente, el gran nimero de
células necesita ser infectado por un gran nimero de vectores virales con el fin de
obtener cantidades suficientes de la proteina recombinante expresada para uso en

vacunas y similares.

Aproximaciones habituales a la inmunizacién PCV2 incluyen vacunas
basadas en ADN, tal como aquellas descritas en la patente U.S. No. 6,703,023.
Sin embargo, tales vacunas han sido inefectivas de conferir inmunidad protectora

contra la infeccion PCV2 y los signos clinicos asociados con esta.

De acuerdo con esto, lo que se requiere en la técnica es un método para
obtener proteina ORF2, que no requiera la extracciéon de la proteina ORF2 desde
dentro de las células infectadas. Lo que se requiere ademas son métodos para
obtener proteina ORF2 recombinante en cantidades suficientes para preparar de
manera eficiente las composiciones de vacuna. Lo que es aln necesario de
manera adicional son métodos para obtener proteina ORF2 que no requieran los

métodos complicados y de trabajo intensivo requeridos por los protocolos de
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extraccion de la proteina ORF2 habituales. Finalmente, con respecto a las
composiciones, lo que se requiere en la técnica es una composicion inmunogénica
que no confiera inmunidad protectora contra la infeccion PCV2 y disminuya la

severidad o evite los signos clinicos asociados con esta.

RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencion soluciona los problemas inherentes a la técnica
anterior y suministra un avance diferente en el estado de la técnica.
Especificamente, un aspecto de la presente invencion suministra métodos
mejorados para producir y/o recuperar proteina ORF2 de PCV2 recombinante, i) al
permitir la infeccién de células susceptibles en cultivo con un vector virico
recombinante que contiene las secuencias codificantes de ADN ORF2 de PCV2,

en donde la proteina ORF2 se expresa mediante el vector virico recombinante, y

- ii) recuperar posteriormente el ORF2 en el sobrenadante. Se ha descubierto

inesperadamente que el ORF2 es liberado en el sobrenadante en cantidades
grandes si la infeccion y la incubacion subsecuente de las células infectadas se les
permite progresar pasando el proceso de recuperacion ORF2 de PCV2 previo
tipico, que el cual extrae el ORF2 de PCV2 desde dentro de las células. Se ha
encontrado ademas de manera sorprendente, que la proteina ORF2 de PCV2 es
fuerte contra la degradacion prototipica por fura de las células de produccion.
Ambos hallazgos permiten una recuperacion de altas cantidades de proteina
ORF2 de PCV2 proveniente del sofrenadamente de los cultivos de ceélulas
infectados con los vectores virales recombinantes que contienen un ADN ORF2 de
PCV2 y expresan la proteina ORF2 de PCV2. Altas cantidades de proteina ORF2
de PCV2 significan mas de aproximadamente 20 ug/mi sobrenadante,

preferiblemente mas de aproximadamente 25 pg/ml, ain mas preferido mas de

ol
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aproximadamente 30 pg/ml, ain -mas preferido mas de aproximadamente 40
pg/ml, aun mas preferido mas de aproximadamente 50 pg/ml, atin mas preferido
mas de aproximadamente 60 pg/mi, ain mas preferido mas de aproximadamente
80 pg/ml, ain mas preferido mas de aproximadamente 100 ug/ml, aiun mas
preferido que aproximadamente 150 ug/ml, mas preferido que aproximadamente
190 pg/ml. Aquellas tasas de expresion también se pueden lograr por ejemplo

mediante los métodos como se describieron en los ejemplos 1 a 3.

Los cultivos de células preferidos tienen un conteo de célula entre
aproximadamente 0.3 - 2.0 x 10°% células/ml, mas preferiblemente desde
aproximadamente 0.35 — 1.9 por 10° células/ml, aGn mas preferiblemente desde
aproximadamente 0.4 — 1.8 por 108 células/ml, alin mas preferiblemente desde
aproximadamente 0.45 — 1.7 por 10% células/ml, y mas preferiblemente desde
aproximadamente 0.5 - 1.5 por 10° células/ml. Las células preferidas son
determinables por aquellos expertos en la técnica. Las células preferidas son
aquellas susceptibles para la infeccién con un vector virico recombinante
apropiado, que contiene un ADN ORF2 de PCV2 y expresa la proteina ORF2 de
PCV2. Preferiblemente las células son células de insecto, y mas preferiblemente,
ellas incluyen las células de insecto vendidas bajo la marca Sf+ insect cells

(Protein Sciences Corporation, Meriden, CT).

El medio de crecimiento apropiado también sera determinable por aquellos
expertos en la técnica con un medio de crecimiento preferido siendo el medio de
célula de insecto libre de suero tal co'mo en Exell 420 (JRH Biosciences, Inc.,
Lenexa, KS) y similares. Los vectores virales preferidos incluyen baculovirus tales
como BaculoGold (BD Biosciences Pharmingen, San Diego, CA), en particular si

las células de produccion son células de insecto. Aunque el sistema de expresion

2l
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de baculovirus es el preferido, se entiende por aquellos expertos en la técnica que
otros sistemas de expresion trabajaran para los propésitos de la presente
invencién, a saber la expresion del ORF2 de PCV2 en el sobrenadante de un
cultivo de célula. Tales otros sistemas de expresiéon pueden requerir el uso de una
secuencia de sefial con el fin de originar la expresion del ORF2 en el medio. Se ha
descubierto de manera sorprendente que el ORF2 se produce mediante un
sistema de expresion de baculovirus, este no requiere ninguna secuencia de sefal
o modificacién adicional que origine la expresiéon del ORF2 en el medio. Se cree
que esta proteina puede independientemente formar particulas similares a virus
(Journal General Virology Vol. 81, pp. 2281-2287 (2000) y ser secretadas en el
sobrenadante del cultivo. El vector virico recombinante que contiene las
secuencias ADN ORF2 de PCV2 tiene una multiplicidad preferida de in infeccion
(MOl) de entre aproximadamente 0.03 — 1.5, méas preferiblemente desde
aproximadamente 0.5 -1 3 aun mas preferiblemente desde aproximadamente 0.09
-1.1, y mas preferiblemente desde aproximadamente 0.1 -1.0, cuando se utiliza
para la infeccion de las células susceptibles. Preferiblemente los MOI
mencionados anteriormente se relacionan con el ml de del fluido del cultivo celular.
Preferiblemente, el método descrito aqui comprende la infeccion de 0.35 — 1.9 x
10° células/ml, adn mas preferiblemente de aproximadamente 0.4 -1.8 x 10°
células/ml, aun mas preferiblemente de aproximadamente 0.45 - 1.7 x 108
células/ml, y mas preferiblemente de aproximadamente 0.5 - 1.5 x 10° células/ml,
con un vector virico recombinante que contiene un ADN ORF2 de PCV2 y expresa
la proteina PCV2 ORF que tiene un MOI (multiplicidad de infeccion) de entre
aproximadamente 0.03 - 1.5, mas preferiblemente desde aproximadamente 0.05 -
1.3, atn mas preferiblemente desde aproximadamente 0.09 -1.12, y mas

preferiblemente desde aproximadamente 0.1 —1.0.
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Las células infectadas son entonces incubadas durante un periodo de hasta
10 dias, mas preferiblemente desde aproximadamente’ 2 dias a aproximadamente
10 dias, aun mas preferiblemente desde aproximadamente 4 dias a
aproximadamente 9 dias, y mas preferiblemente desde aproximadamente 5 dias a
aproximadamente 8 dias. Las condiciones de incubacion preferidas incluyen una
temperatura entre aproximadamente 22- 32°C, mas preferiblemente desde
aproximadamente 24-30°C, aun mas preferiblemente desde aproximadamente 25-
29°C, aun mas preferiblemente desde aproximadamente 26-28°C, més
preferiblemente desde aproximadamente 27°C. Preferiblemente, las células Sf+
son observadas luego de la inoculacién para los cambios inducidos por
baculovirus caracteristicos. Tal observacion puede incluir monitorear las
tendencias de densidad de las células y disminuir la viabilidad durante el periodo
post infeccion. Se ha encontrado que el titulo viral pico es observado 3 -5 dias
después de la infeccién y la liberacion ORF2 pico proveniente de las células en el
sobrenadante se obtiene entre los dias 5 y 8, y/o cuando la viabilidad de la célula

disminuye a menos del 10%.

Asi, un aspecto de la presente invencién suministra un método mejorado
para producir y/o recuperar la proteina ORF2 de PCV2 recombinante,
preferiblemente en las cantidades descritas anteriormente, mediante i) permitir [a
infeccion de un nimero de células susceptibles (ver anteriormente) en cultivo con
un vector virico recombinante con un MOl como se definié anteriormente, ii)
expresar la proteina ORF2 de PCV2 mediante el vector virico recombinante, y iii)
recuperar posteriormente el ORF2 de PCV2 en el sobrenadante de las células
obtenidas entre los dias 5 y 8 después de infeccién y/o la viabilidad de la célula
disminuye a menos del 10%. Preferiblemente, el vector virico recombinante es un

baculovirus recombinante que contiene las secuencias codificantes de ADN ORF2
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de PCV2 y las células son células Sf+. Adicionalmente, se prefiere que el cultivo
sea periédicamente examinado para evidencia macroscopica y microscépica de
contaminacién y para cambios atipicos en la morfologia celular durante el periodo
post infeccion. Cualquier cultivo cualquier contaminacion debe ser descartado.
Preferiblemente, la proteina recombinante ORF2 expresada se secreta mediante
las células en el medio de crecimiento circundante que mantiene la viabilidad de la
célula. El ORF2 es luego recuperado en sobrenadante que circunda las celulas en
lugar de desde las células mismas. El proceso de recuperacion inicia
preferiblemente con la separacion de los desechos de las células provenientes del
ORF2 expresado en medio por via de una etapa de separacion. Las etapas de
separacién preferidas incluyen filtracion, centrifugacion a velocidades de hasta
aproximadamente 20000 xg, centrifugacion de flujo continuo, separacion
cromatogréfica utilizando intercambio de i6n o filtracién de gel, y métodos de
inmunoafinidad convencionales. Aquellos métodos son conocidos para personas
expertas en la técnica por ejemplo por (Harris y Angel (eds.), Protein purification
methods — a practical aproach, IRL press Oxford 1995). Los meétodos de
separacién mas preferidos incluyen centrifugacion a velocidades hasta de
aproximadamente 20,000 xg y filtracién. Los métodos de filtracion preferidos
incluyen microfiltracién de extremo muerto y filtracion de flujo tangencial (o flujo
cruzado) que incluye filtracién microfiltracion de extremo muerto filtracion de fibra
hueca. De estos, se prefiere la microfiltracién de extremo muerto. Los tamafios de
poro preferidos para la microfiltracion de extremo muerto estan entre 0.30 — 1.35
um, mas preferiblemente entre aproximadamente 0.35 — 1.25 um, mas
preferiblemente entre aproximadamente 0.40 — 1.10 ym, y més preferiblemente
entre aproximadamente 0.45 — 1.0 ym. Se cree que cualquier membrana de

filtracion convencional trabajara para los propoésitos de la presente invencion y se
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prefiere las membranas de polietersulfona. Cualquiera especies de acido nucleico

de peso bajo son removidas durante la etapa de filtracion.

Asi, un aspecto adicional de la pfesente invencién suministra un método
mejorado de producir y/o recuperar proteina ORF2 de PCV2 recombinante,
preferiblemente en las cantidades descritas anteriormente, i) permitir la infeccién
de un nimero de células susceptibles, (ver anteriormente) en cultivo con un vector
virico recombinante con un MOl como se definié anteriormente ii) expresar la
proteina PCV ORF2 por el vector virico recombinante, iii) recuperar el ORF2 de
PCV2 en el sobrenadante de las células obtenido entre los dias 5 y 8 después de
la infeccién y/o disminuir la viabilidad a menos del 10%, y, iv) separar los
desechos de las células provenientes de el ORF2 de PCV2 expresado por
via de una etapa de separacion. Preferiblemente, el vector virico recombinante es
un baculovirus que contiene las secuencias codificantes de AADN ORF2 y las
células son células Sf+. Las etapas de separacion preferidas son aquellas
descritas anteriormente. Mas preferida es la microfiltracion de extremo muerto
utilizando una membrana que tiene un tamafio de poro entre aproximadamente
0.30 — 1.35 um, mas preferiblemente entre aproximadamente 0.35 — 1.25 um, aun

mas preferiblemente entre aproximadamente 040 -1.10 pm, y mas

| preferiblemente entre aproximadamente 0.45 — 1.0 ym.

Para la recuperacion del ORF2 de PCV2 que se utilizara en la composicion
inmunogénica o inmunoldgica tal como una vacuna, la inclusion de una etapa en
activacion se.prefiere con el fin de inactivar el vector virico. Una “composicién
inmunogénica o inmunolédgica” se refiere a una composicion de materia que
comprende al menos un antigeno que elicita una respuesta inmunolégica en el

huésped de una respuesta inmune celular y/o mediada por anticuerpo a la
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composicion o vacuna de interés. Usualmente, una “respuesta inmunolégica”
incluye pero no esta limitada a una o mas de los siguientes efectos: la produccién
o activacion de anticuerpos, células B, células T, ayudantes, células T supresoras
y/o células T citotdxicas y/o células T yd, dirigidas especificamente a un antigeno
o antigenos incluidos en la composicion o la vacuna de interés. Preferiblemente, el
huésped desplegara una respuesta inmunoloégica terapéutica o protectora-de tal
forma que la resistencia a la nueva infeccién se mejorara y/o la severidad clinica
de la enfermedad se reducira. Tal proteccion se demostrard mediante una
reduccion o falta de los sintomas normalmente desplegados por un huésped
infectado, un tiempo de recuperacion mas rapido y/o un titulo viral disminuido en el
huésped infectado. Asi, la presente invencién también se relaciona con un método
para producir/recuperar proteina ORF2 de PCV2 recombinante, preferiblemente
en las cantidades descritas anteriormente, 'al i) permitir la infeccién de un nimero
de células susceptibles (ver anteriormente) en cultivo con un vector virico
recombinante con un MO! como se definié anteriormente, ii) expresar la proteina
PCV ORF2 por el vector virico recombinante, iii) recuperar el ORF2 de PCV2 en el
sobrenadante de las células obtenidas entre los dias 5 y 8 después de la infeccion
y/o disminuir la viabilidad de las células a menos del 10%, iv) separar los
desechos de las células provenientes de el ORF2 de PCV2 expresado por via de

la etapa de separacion, v) inactivar el vector virico recombinante.

Preferiblemente, esta inactivacion se hace justo antes o justo después de la
etapa de filtracién, siendo la etapa de filtracion posterior el tiempo preferido para la
inactivacion. Cualquier método de inactivacion convencional se puede utilizar para
los propésitos de la presente invencion. Asi, la inactivacién se puede desarrollar
mediante los tratamientos quimicos y/o fisico. Las formas preferidas, el volumen

de los fluidos cosechados se determina y la temperatura se lleva entre
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aproximadamente 32 — 42°C, mas preferiblemente entre aproximadamente 34 —
40°C, y mas preferiblemente entre aproximadamente 35 — 39°C. Los métodos de
inactivacion preferidos incluyen la etilenimina binaria ciclizada de adicion (BEI),
preferiblemente en una concentracion de aproximadamente 1 a aproximadamente
20 mM, preferiblemente de aproximadamente 2 a aproximadamente 10 mM, aln
mas preferiblemente de aproximadamente 2 a aproximadamente 8 mM, ain mas
preferiblemente de aproximadamente 3 a aproximadamente 7 mM, mas
preferiblemente de aproximadamente 5 mM. Por ejemplo la inactivacién incluye la
adicion de wuna solucion de bromohidrato de 2-bromoetileno amina,
preferiblemente de aproximadamente 0.4M, que se ha ciclizado a etilenimina
binaria 0.2M (BEI) en 0.3 N NaOH, a los fluidos para dar una concentracién final
de aproximadamente 5 mM de BEI. Preferiblemente, los fluidos son entonces
agitados continuamente durante 72-96 horas y los fluidos cosechados inactivados
se pueden almacenar congelados a -40°C o por debajo o entre aproximadamente
1 — 7°C. Después de que se completa la inactivacién una solucién de tiosulfato de
sodio, preferiblemente a 1.0M se agrega para neutralizar cualquier BEI residual.
Preferiblemente, el tiosulfato de sodio se agrega en cantidad equivalente
comparada con el BEI agregado antes para inactivacién. Por ejemplo, el evento
BE| se agrega a la concentracion final de 5 mM, una solucién de tiosulfato de
sodio 1.0M se agrega para dar una concentracién minima final de 5 mM para

neutralizar cualquier BEI residual.

Asi, un aspecto adicional de la presente invencién se relaciona con un
método para producir proteina ORF2 de PCV2 recombinante preferiblemente en
las cantidades descritas anteriormente, al i) permitir la infeccién de un numero de
células suéceptibles (ver anteriormente) en cultivo con un vector virico

recombinante con un MOI como se definidé anteriormente, ii) expresar la proteina
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PCV ORF2 por el vector virico recombinante, iii) recuperar el ORF2 de PCV2 en el
sobrenadante de las células obtenidas entre los dias 5 y 8 después de la infeccion
y/o disminuir la viabilidad de las células a menos del 10%, iv) separar los
desechos de las células provenientes de el ORF2 de PCV2 expresado por via de
la etapa de separacidn, y v) inactivar el vector virico recombinante.
Preferiblemente, el vector virico recombinante es un baculovirus que contiene las
secuencias codificantes de ADN ORF2 y las células son ceélulas Sf+. Las etapas
de separacion preferidas son aquellas descritas anteriormente, la mas preferida es
la etapa de filtracion. Las etapas de inactivacién preferidas son aquellas descritas
anteriormente.  Preferiblemente la  inactivacion se desarrolla entre
aproximadamente 35-39°C y en la presencia de 2 a 8 mM de BEI, aun mas
preferida es la presencias de aproximadamente 5 mM de BEI. Se ha encontrado
de manera sorprendente, que las concentraciones mayores de BEI afectan

negativamente la proteina ORF2 de PCV2.

De acuerdo con un aspecto adicional de la presente invencion, el métqdo
descrito anteriormente también incluye una etapa de neutralizacion después de la
etapa v). Esta etapa vi) comprende agregar de una cantidad equivalente de un
agente que neutraliza el agente de inactivaciéon dentro de la solucion.
Preferiblemente, si el agente de inactivacion es BEI, se prefiere la adicion de
tiosulfato de sodio a una cantidad equivalente. Asi, de acuerdo con un aspecto
adicional, la etapa vi) comprende agregar una solucién de tiosulfato de sodio a una
concentracién final de aproximadamente 1 a aproximadamente 20 mM,
preferiblemente de aproximadamente 2 a aproximadamente 10 mM, ain mas
preferiblemente de aproximadamente 2 a aproximadamente 8 mM, ain mas
preferiblemente de aproximadamente 3 a aproximadamente 7 mM, mas

preferiblemente de aproximadamente 5 mM, cuando el gen de inactivacion es BEI.

2G
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En las fovrmas preferidas y especialmente las formas que utilizara la
proteina ORF2 de PCV2 recombinante en una composicion inmunogénica tal
como una vacuna, cada lote de ORF2 cosechado sera ensayado para inactivacion
mediante el paso en las celulas Sf+ susceptibles de baculovirus dependiente de
anclaje. En una forma preferida de este ensayo, 150 cm? de la monocapa de
cultivo de célula apropiada se inocula con 1.0 ml de fluido PCV2 inactivados y
mantenidos a 25-29°C durante 14 dias con al menos dos pasos. Al final del
periodo de mantenimiento, las monocapas de célula se examiqan para efecto
citopatogénico (CPE) tipico de los baculovirus ORF2 de PCV2. Preferiblemente,
los controles de virus positivo también se utilizan. Tales controles pueden consistir
de un cultivo de células Sf+ inoculadas con un baculovirus ORF2 de PCV2 de
referencia no inactivado y un recipiente de células Sf+ que permanece no
inoculado. Después de la incubacion y el paso, la ausencia de células infectadas
con virus en los fluidos virales tratados con BEI constituiria un ensayo de
inactivacion satisfactorio. Las células de control inoculadas en el virus de
referencia deben exhibir un CPE tipico de baculovirus ORF2 de PCV2 y un
recipiente no inoculado no debe exhibir ninguna evidencia de CPE de baculovirus
ORF2 de PCV2. Alternativamente, al final del periodo de mantenimiento, las
muestras de sobrenadante se podrian recolectar e inocular sobre la placa de pozo
Sf+ 96, la cual se ha cargado con células Sf+, y luego se mantuvieron a 25-29°C
durante 5-6 dias. Esta placa se fij6 entonces y se tifié con un anticuerpo anti-
ORF2 de PCV2 conjugado a FITC. La ausencia de la expresiéon de CPE y ORF2,
detectada mediante microscopia IFA, en los fluidos virales tratados con BEI
constituye un ensayo de inactivacion satisfactorio. Las células ‘de control

inoculadas con el virus de referencia deben exhibir actividad CPE e IFA y el
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recipiente no inoculado no debe exhibir ninguna evidencia del CPE del

baculovirus ORF2 de PCV2 y no contener la actividad IFA.

Asi un aspecto adicional de la presente invencion se relaciona con la prueba de
inactivacién para determinar la efectividad de la inactivacién del vector virico
recombinante, comprende las etapas de: i) poner en contacto al menos una
porcién del fluido de cultivo que contiene el vector virico recombinante con un
agente inactivante preferiblemente, preferiblemente, como se describio
anteriormente, ii) agregar un agente de neutralizacion para neutralizar el agente de
inactivacion, preferiblemente como se describié anteriormente, y iii) determinar la

infectividad residual mediante los ensayos como se describié anteriormente.

Después de la inactivacion, la cantidad relativa de proteina ORF2 de PCV2
recombinante en una muestra se puede determinar de numerosas maneras. Los
métodos preferidos de cuantificacion incluyen densitometria SDS-PAGE, ELISA, y
estudios de vacunacién animal que correlacionan cantidades conocidas de vacuna
con resultados clinicos (serologia, etc.). Cuando el SDS-PAGE se utiliza para
cuantificacién, el material de muestra que contiene la cantidad desconocida de la
proteina ORF2 de PCV2 recombinante es corrida sobre un gel, junto con las
muestras que contienen las diferentes cantidades conocidas de proteina ORF2 de
PCV2 recombinante. Una curva estandar puede ser entonces producida con base
en las muestras conocidas y la cantidad de ORF2 de PCV2 recombinante en la
muestra desconocida se puede determinar mediante comparacién con esta curva
estandar. En razén a que los ELISA son generalmente reconocidos como el
estandar de la industria para la cuantificacion de antigenos, ellas se prefieren para

cuantificacion.
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Asi, de acuerdo con un aspecto adicional, la presente invencién también se
relaciona con un ELISA para la cuantificacion de proteina ORF2 de PCV2
recombinante. El ELISA preferido como se suministra con esta generalmente
iniciara al diluir el anticuerpo de captura 1:6000 o una dilucién de trabajo
apropiada en el amortiguador de recubrimiento. Un anticuerpo de captura preferido
es la Prot. G PAb anti-PCV2 de cerdo purificada, y el amortiguador de de
recubrimiento preferido es amortiguador de carbonato 0.05 M que se puede hacer
al combinar 2.93 g NaHCO; (Sigma Cat, No. S-6014, o equivalente) 1.59 ¢
NaHCO; (Sigma Cat, No. S-6139, o equivalente. La mezcla se combina con agua
destilada, o equivalente, para hacer un litro a un pH de 9.6 +0.1. Luego, el
anticuerpo de captura se diluye 1.6000, o cualquier otra dilucién de trabajo
apropiada, el amortiguador de recubrimiento. Por ejemplo, para cuatro placas, uno
necesitaria 42 mLs de amortiguador de recubrimiento y 7 C de anticuerpo de
captura. Utilizando el método de pipeteo inverso, 100 ul de anticuerpo de captura
diluido se agregan a todos los pozos. Con el fn de obtener un recubrimiento
homogéneo, los lados de cada placa se deben puncionar suavemente. Las placas
son luego selladas con selladores de placa, antes del apilamiento de las placas y
tapar la pila con una placa de 96 pozos vacia. Las placas son incubadas durante
toda la noche (14-24 hora) a 35-39°C. Cad'a placa es luego lavada tres veces con
amortiguador de lavado utilizando un lavador de placa ultra lavado mas microtitulo
acostado a 250ul/lavado con tres lavados y sin tiempo de remojo. Después del
ultimo lavado, las placas se deben puncionar sobre una toalla de papel. De nuevo,
utilizando la técnica de pipeteo inversa, 250ul de solucidn de bloqueo se deben
agregar a todos los pozos. Las placas de ensayo se deben sellar e incubar
durante aproximadamente 1 hora (mas o menos 5 minutos) a 35-37°C.
Preferiblemente, las blacas no seran apiladas después de esta etapa. Durante la

etapa de bloqueo, todas las muestras de ensayo se deben sacar y descongelar a
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temperatura ambiente. Luego, cuatro placas de dilucién separadas se deben
preparar al agregar 200 ul de solucion diluyente a todos los pozos restantes
excepto para la hilera A y la hilera H, columna 1-3. Luego, seis tubos de ensayo se
deben marcar como sigue, titulo bajo, titulo medio, titulo alto, activadoffiltrado
(1:240), inactivadoffiltrado (1: 480), y control interno. En los tubos designados se
debe preparar la dilucion apropiada para las siguientes muestras de ensayo. Las
muestras de ensayo descongeladas se deben mezclar antes de uso. Para las
cuatro placas, se hacen la siguientes diluciones: A) el titulo bajo no se ha
prediluido: 3.0 mLs de titulo bajo; B) control negativo a una dilucién 1:30 (células
Sf+): 3.77 mLs de diluyente + 130 ul de control negativo; C) titulo medio a una
dilucion 1:30 (8 pg/ml): 3.77 mLs de diluyente + 130 pl de titulo medio: D) titulo
alto a una dilucion 1:90 (16 pg/ml): 2.967 mLs de diluyente + 33 pl de titulo alto; E)
inactivadoffiltrado a una.dilucic’)n 1.240: 2.39 mLs de diluyente + 10 ml de muestra
inactivadaffiltrada; F) inactivadoffiltrado a una dilucién 1:480: 1.0 ml de diluyente +
1.0 ml de impactoffiltrado (1:240) muestra preparada de E anterior; G) control
interno a una diluciéon 1.30 : 3.77 mLs de diluyente + 130 pl de control interno.
Luego, agregar 300 ul de la muestra preparada a los pozos vacios
correspondientes en las placas de dilucion para las placas 1 a 4. El pipeteador
multicanal es luego ajustado a 100 pl, y los contenidos en la hilera A se mezclan al
pipetear arriba y abajo durante al menos 5 veces y luego 100 ul se transfieren a la
hilera B utilizando la técnica de pipeteo inversa. Las puntas se deben cambiar y
este mismo procedimiento se sigue hacia debajo de la placa a la hilera G. Las
muestras de estas placas de dilucion estan ahora listas para transferir a las placas
de ensayo una vez que las placas de ensayo se han lavado tres veces con
amortiguador de lavado utilizando un lavador de placa ultra lavado mas micro titulo

(ajustados a 250 ul /lavado, 3 lavados, sin tiempo de remojo). Después del uitimo

lavado, las placas se deben puncionar sobre una toalla de papel. Luego, los
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contenidos de la placa de dilucién se transfieren a la placa de ensayo utilizando un
procedimiento de transferencia simple. Mas especificamente, partiendo de la hilera
H, 100 upl/pozo se transfieren desde el o las placas de dilucién a los pozos
correspondientes de las placas de ensayo utilizando una técnica de pipeteo
inversa. Después de cada transferencia, las puntas de las pipetas se deben
cambiar. Desde la hilera H, 100 ul /pozo las placas de dilucion se transfieren a los
pozos correspondientes de las placas del ensayo utilizando la técnica de pipeteo
inversa. El mismo ajuste de las puntas de la pipeta se puede utilizar para el resto
de la transferencia. Para asegurar una solucién homogénea para la transferencia,
la solucion se debe pipetear arriba y abajo al menos tres veces antes de
transferencia. Luego, las placas de ensayo son selladas e incubadas durante 1.0
horas + 5 minutos a 37°C, % 2.0°C. De nuevo, es preferible no apilar las placas.
Las placas son entonces lavadas tres veces con amortiguador de lavado utilizando
un lavador de placa ultra lavado mas micro titulo (ajustados a 250 pl/lavados, 3
lavados, y sin tiempo de remojo). Después de ultimo lavado, las placas son
puncionadas sobre una toalla de papel. Utilizando la técnica de pipeteo inversa,
100 ul de anticuerpo de deteccion diluida 1:300, o la dilucion de trabajo apropiada,
en la solucion diluyente se agrega a todos los pozos de de el o las placas de
ensayo. Por ejemplo, para las cuatro placas, uno necesitara 42 mLs de solucién
diluyente con 140 mi de anticu'erpo de captura. Las placas de ensayo son
entonces selladas e incubadas durante 1.0 hora + 5 minutos a 37°C + 2.0°C. De
nuevo las placas son lavadas 3 veces con amortiguador de lavado utilizandol un
lavador de placa ultra lavado mas micro titulo (ajustados a 250 v/lavado, 3
lavados, y sin tiempo de remojo). Después de Ultimo lavado, las placas son
punzonada sobre una toalla de papel. Luego, el diluyente conjugado se preparar al
agregar 1% de suero de conejo normal al diluyente. Por ejemplo, para cuatro

placas, 420 ul del suero de conejo normal se agrega a 42 pl de diluyente. El
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anticuerpo conjugado se diluye a 1:10000, o cualquier otra dilucidn de trabajo
apropiada, en una solucién diluyente conjugada preparada recientemente a todos
los pozos de el o las placas de ensayo. Utilizando la técnica de pipeteo inversa,
100 pl de anticuerpo conjugado diluido se agregan a todos los pozos. El o las
placas de ensayo son entonces selladas o incubadas durante 45 + 5 minutos a
37°C + 2.0°C. Preferiblemente, las placas no son apiladas. Las placas son
entonces lavadas 3 veces con un amortiguador de lavado utilizando el lavador de
placa ultra lavado mas micro titulo (ajustado 250 ul/lavado, 3 lavados, y sin tiempo
de remojo). Después del Ultimo lavado, las placas son punzonadas sobre una
toalla de papel. Luego, volumenes iguales de sustrato de Peroxidasa TMB
(Reactivo A) con Solucion de Peroxidasa B (Reactivo B) se mezclan
inmediatamente antes de uso. La cantidad mezclada variard dependiendo de la
cantidad de placas pero cada placa requerira 10 ml/placa + 2mLs. Por lo tanto,
para 4 placas esta sera de 21 ml de reactivo A + 21 ml de reactivo B. Utilizando
una técnica de pipeteo inversa, 100 m| de sustrato se agregan a todas los pozos
de el o las placas de ensayo. Las placas son entonces encubadas a temperatura
ambiente durante 15 minutos * 15 segundos. La reaccién se detiene mediante la
adicion de '100pl de una solucién 1N de HCL a todos los pozos utilizando la
técnica de pipeteo inversa. El lector de placa ELISA es luego prendido y se le
permite proceder a través de su diagnostico y las fases de ensayo de manera

convencional.

Un aspecto adicional de la invencién se relaciona con un método para
construir un vector virico recombinante que contiene ADN ORF2 de PCV2 que se
expresa la proteina ORF2 de PCV2 en cantidades altas, cuando se enfrenta en
células susceptibles. Se ha encontrado sorprendentemente que el vector virico

recombinante como se suministra con este expresa altas cantidades, como se
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definio anteriormente, del ORF2 de PCV2 después de infectar las células
susceptibles. Por lo tanto, la presente invencion también se relaciona con un
método mejorado para producir y/o recuperar la proteina ORF2 de PCV2,
preferiblemente comprende la etapa: construir un vector virico recombinante que
contiene ADN ORF2 de PCV2 y que expresa una proteina ORF2 de PCV2.
Preferiblemente, el vector virico es un baculovirus recombinante. Los detalles del
metodo para construir los vectores virales recombinantes que contienen ADN
ORF2 de PCV2 y que expresan la proteina ORF2 de PCV2, como se suministran
con.este, se describen como sigue: en las formas preferidas del vector virico
recombinante que contiene ADN ORF2 de PCV2 y que expresa la proteina ORF2
de PCV2 utilizada para infectar las células se genera al transferir un vector de
transferencia que ha tenido un gen ORF2 clonado en este en un vector virico.
Preferiblemente, solo la porcidn del vector de transferencia se transfecta en el
vector virico, que contiene el ADN ORF. El término “transfectado en vector virico”
significa, y se utiliza como un sinénimo de “introducir’” o “clonar” un ADN
heterélogo en un vector virico, tal como por ejemplo en un vector de baculovirus.

El vector virico es preferiblemente pero no necesariamente un baculovirus.

Asi, de acuerdo a un aspecto adicional de la presente invencion, el vector
virico recombinante se genera mediante la recombinacién entre el vector de
transferencia que contiene el ADN ORF2 de PCV2 heterélogo, y un vector virico,
preferiblemente un baculovirus, aun mas preferiblemente un baculovirus deficiente
en replicacion linearizado (tal como el ADN Baculo Gold). Un ‘“vector de
transferencia” significa una molécula de ADN, que incluye al menos un origen de
replicacion, el gen heterdlogo, en el caso presente ORF2 de PCV2, y la secuencia
de ADN que permite la clonacién de dicho gen heterélog‘o en el vector virico.

Preferiblemente las secuencias que permiten la clonacién del gen heterélogo en el
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vector virico estan flanqueando el gen heterdlogo. Aln mas preferiblemente
aquellas secuencias de flanqueo son al menos homélogas en parte consecuencias
del vector virico. La homologia de secuencia permite entonces la recombinacion
de ambas moléculas, el vector virico y el vector de transferencia para generar un
vector virico recombinante que contiene | el gen heterdlogo. Un vector de
transferencia preferido es el vector pVL1392 (BD Biosciences Pharmingen), que
es disefiado para co-transfeccion con el ADN BaculoGold en la linea celular Sf+
preferida. Preferiblemente, dicho vector de transferencia comprende un ADN
ORF2 de PCV2. La construcciéon co-transfectada tiene aproximadamente 10,387

para bases de longitud.

En las formas mas preferidas, los métodos de la presente invencion
iniciaran con un aislamiento del ADN ORF2 de PCV2. En general, este puede ser
de una sepa conocida o desconocida en la medida en que el ADN o el ORF22
parezca ser altamente conservado con al menos 95% de la identidad de secuencia
entre diferentes aislados. Cualquier gen ORF2 de PCV2 conocido en la técnica se
puede utilizar para los propositos de la presente invencién en la medida en que
cada uno seria expresado en el sobrenadante. EI ADN ORF2 de PCV2 es
preferiblemente amplificado utilizando los métodos PCR, aun mas preferidos
juntos con la introduccién de una secuencia de consenso de Kozak que plantea el
5 (CCGCCAUG) (SEQ ID NO: 1) y/o el sitio EcoR1 de flanqueo (GAATTC) (SEQ
ID NO:2). Tal introduccion del consenso de Kozak 5 remueve preferiblemente el
codon de inicio de ocurrencia natural AUG del ORF2 de PCV2. El sitio EcoR1 3'es
preferiblemente introducido corriente abajo del codén de parada del ORF2 de
PCV2. Mas preferiblemente se introduce corriente debajo de una secuencia de
terminacion de transcripcion poli A, que en si misma esta localizada corriente

abajo del codon de parada ORF2 de PCV2. Se ha encontrado, que el uso de la
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secuencia de consenso Kozak, en particular como se "describié anteriormente,
incrementa el nivel de expresion de la proteina ORF2 de PCV2 subsecuente. El
ADN ORF2 de PCV2 amplificado, con estas secuencias adicionales, se clona en
un vector. Un vector preferido para esta etapa de clonacién inicial es el Vector
pGEM-T-Easy (Promega, Madison, WI). El ADN ORF2 de PCV2 incluye algunas
secuencias del vector pGEM (SEQ ID NO:7) es preferiblemente escindido del
vector en el sitio de restriccion Not1. El ADN resultante es luego clonado en el

vector de transferencia.

Asi, en un aspecto de la presente invencion, un método para construir un
vector virico recombinante que contiene ADN de ORF2 de PCV2 se suministra.
Este método comprende las etapas de: i) clonar un ORF2 de PCV2 recombinante
en un vector de transferencia; ii) transfectar la porciéon del vector de transferencia
que contiene ORF2 de PCV2 recombinante en un vector virico, para generar el
vector virico recombinante. Preferiblemente, el vector de transferencia es aquel
descrito anteriormente o se construye como se describidé anteriormente como un
ejemplo mostrado en la Figura 1. Asi de acuerdo a un aspecto adicional, el vector
de transferencia, utilizado para la construccién del vector virico recombinante

como se describid aqui, contiene la secuencia de la SEQ ID NO: 7.

De acuerdo con un aspecto adicional, este método comprende ademas
antes de la etapa i) la siguiente etapa. Ampilificar el ADN ORF2 de PCV2 in Vitro,
en donde las secuencias de flanqueo de el ADN ORF2 de PCV2 se madifican
como se describié anteriormente. Los métodos in Vitro para amplificar el ADN
ORF2 de PCV2 y modificar las secuencias de flanqueo, clonar in Vitro el ADN
ORF2 de PCV2 amplificado en un vector de transferencia y los vectores de

transferencia adecuados son descritos anteriormente, mostrado el ejemplo en la
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Figura 1, o conocidos para una persona experta en la técnica. Asi de acuerdo con
un aspecto adicional, la presente invencién se relaciona con un método para
construir un vector virico recombinante que contiene un ADN ORF2 de PCV2 y
expresa la proteina ORF2 de PCV2 que comprende las etapas de i) amplificar el
ADN del ORF2 de PCV2 in Vitro, en donde las secuencias de flanqueo de dicho
ADN ORF2 de PCV2 se modifican, ii) clonar el ADN ORF2 de PCV2 amplificado
en un vector de transferencia, iii) transfectar el vector De transferencia o una
porcion de este que contiene el ADN del ORF2 de PCV2 recombinante en un
vector virico para generar el vector virico recombinante. Preferiblemente, la
modificacion de las secuencias de flanqueo del ADN ORF2 de PCV2 se
desarrollan como se describid6 anteriormente, por ejemplo, al introducir una
secuencia Kozak 5 y/o un sitio EcoR 1, preferiblemente como se describid

anteriormente.

De acuerdo con un aspecto adicional, el método para producir y/o recuperar
la proteina recombinante expresada mediante la estructura de lectura abierta 2 del
PCV2 se suministra. El método comprende generalmente las etapas de: i) clonar
un ORF2 de PCV2 recombinante en un vector de transferencia; ii) transfectar la
porcién del vector de transferencia que contiene el ORF2 de PCV2 recombinante
en un virus; iii) transfectar las células en medio con el virus transfectado; iv) hacer
que el virus transfectado exprese la proteina recombinante proveniente del ORF2
de PCV2; v) separar las células del sobrenadante; y vi) recuperar la proteina

ORF2 de PCV2 expresada del sobrenadante.

Los métodos de como clonar un ADN ORF2 de PCV2 recombinante en un
vector de transferencia se describieron anteriormente. Preferiblemente, el vector

de transferencia contiene la secuencia de la SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO:4, SEQ ID
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NO: 7. Sin embargo, el vector de transferencia puede contener cualquier ADN
ORF2 de PCV2, no modificado o modificado, en tanto que el ADN ORF2 de PCV2,
cuando se transfecta en un vector virico recombinante, se expresa en un cultivo de
célula. Preferiblemente, el vector virico recombinante comprende la secuencia de
la SEQ ID NO: 8 Mas aun, los métodos de cémo infectar las células,
preferiblemente como infectar las células de insecto con un numero definido de
baculovirus recombinante que contiene el ADN ORF2 de PCV2 y expresar la
proteina ORF2 de PCV2 se describieron anteriormente en detalle. Mas aun, las
etapas de separar las células del sobrenadante asi como también las etapas de
recuperar la proteina ORF2 de PCV2 expresada también se describieron
anteriormente en detalle. Cualquiera de estas etapas de proceso especificas como
se describieron aqui, son parte del método producir y/o recuperar la proteina
recombinante expresada mediante estructura de lectura abierta 2 del V como se
describié anteriormente. Preferiblemente las células son células Sf+. Aln mas
preferiblemente, los cultivos de células tienen un conteo de células desde
aproximadamente 0.3-2.0 x 10° células/ml, mas preferiblemente de
aproximadamente 0.35-1.9 x 10° células/ml, atn mas preferiblemente desde
aproximadamente 0.4-1.8 x 10° células/ml, aln mas preferiblemente desde
aproximadamente 0.45-1.7 x 10° células/ml, y mas preferiblemente desde
aproximadamente 0.5-1.5 x 10° células/ml. Preferiblemente, el vector virico
recombinante que contiene el ADN ORF2 de PCV2 tiene una multiplicidad
preferida de infeccion (MOI) de entre aproximadamente 0.03-1.5, mas
preferiblemente de aproximadamente 0.05-1.3, atn mas preferiblemente de
aproximadamente 0.09 — 1.12, ain mas preferiblemente de aproximadamente 0.1-
1.0. y mas preferiblemente a aproximadamente 0.5, cuando se utilizan para la
infeccion de las células susceptibles. Preferiblemente, la recuperaciéon de la

proteina ORF2 de PCV2 en el sobrenadante de la célula obtenido entre los dias 5
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y 8 después de la infeccién y/o la viabilidad de la célula disminuye a menos del
10%. Preferiblemente, para la produccion de la proteina ORF2 de PCV2, las
celulas son cultivadas a 25 a 29°C. Preferiblemente, la etapa de separacion es una

etapa de centrifugacion o de filtracion.

Opcionalmente, este método puede incluir la etapa de ampilificar el ADN
ORF2 de PCV2 desde una sepa de PCV2 antes de clonar el ADN ORF2 de PCV2
a un vector de transferencia. En las formas preferidas, una secuencia de Kozak 5,
un sitio EcoR 1 3, y las combinaciones de estos se puede agregar a la secuencia
amplificada, preferiblemente antes o durante la amplificacién. Una secuencia de
Kozak 5’ preferida comprende la SEQ ID NO: 1. Un sitio EcoR1 3’ comprende la
SEQ ID NO: 2. El ADN ORF2 de PCV2 preferido comprende una secuencia de
nucleétido nimero de acceso Genbank Accesion No. AF086834 (SEQ ID NO: 3) y
la SEQ ID NO: 4. La proteina ORF2 de PCV2 recombinante preferida comprende
la secuencia aminoacido de la SEQ ID NO: 5, que es la proteina codificada por la
SEQ ID NO: 3 (Genbank Accesion No. AF086834) y la SEQ ID NO: 6, que es la
proteina codificada por la SEQ ID NO: 4.Un medio preferido comprende un medio
de célula de insecto libre de suero, atin mas preferiblemente un medio de Excel
420. Cuando la etapa de amplificacion opcional se desarrolla, es preferible primero
clonar lasa estructura de lectura abierta amplificada 2 en un primer vector, escindir
la estructura de lectura abierta 2 del primer vector,.y utilizar la estructura de lectura
abierta escindida para clonarla en el vector de transferencia. Una linea celular
preferida para cotransfeccién es la linea celular Sf+. Un virus preferido para
cotransfeccion es el baculovirus. En formas preferidas de este método, la porcion
transfectada del vector de transferencia comprende SEQ ID NO: 8. Finalmente,

para este método, se prefiere recuperar las estructuras de lectura abierta 2
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(ORF2) en el sobrenadante del cultivo de célula al menos 5 dias después de

infectar las células con el virus.

Asi, un aspecto adicional de la invencion se relaciona con un método para
producir y/o recuperar la estructura de lectura abierta 2 PCV2, que comprende las
etapas de: i) amplificar el ADN del ORF2 de PCV2 in Vitro, especialmente al
agregar la secuencia Kozak 5’ y/o al agregar el sitio de restriccion EcoR 1 3', i)
clonar la ORF2 de PCV2 amplificada en un vector de transferencia, iii) transfectar
la porcién del vector de transferencia que contiene el ORF2 de PCV2
recombinante en un virus; iv) infectar las células en el medio con el virus
transfectado; v) hacer que el virus transfectado exprese la proteina recombinante
del ORF2 de PCV2; vi) separar las células del sobrenadante, y vii) recuperar la

proteina ORF2 de PCV2 expresada del sobrenadante.

Un aspecto adicional de la presente invencion se relaciona con un método
para preparar una composicion que comprende proteinas ORF2 de PCV2 y un
vector virico inactivado. Este método comprende las etapas de: i) clonar el ORF2
de PCV2 amplificado en un vector de transferencia; ii) transfectar la porcion del
vector de transferencia que contiene el ORF2 de PCV2 recombinante en un virus;
3) infectar las células en medio con el vector virico transfectada; iv) hacer que el
vector virico transfectado exprese la proteina recombinante del ORF2 de PCV2; v)
separar las células del sobrenadante; vi) recuperar la proteina ORF2 de PCV2
expresada del sobrenadante; y vii) inactivar el vector virico recombinate.
Preferiblemente, el vector virico recombinate es un baculovirus que contiene las
secuencias codificantes de ADN ORF2 y las células son células SF+. Las etapas
de separacién preferidas son aquellas descritas anteriormente, la mas preferida es

la etapa de filtracién. Las etapas de inactivacién preferidas son aquellas descritas
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anteriormente.  Preferiblemente, la inactivacion se desarrolla entre
aproximadamente 35-39°C y en la presencia de 2 a 8 mM DE BEIl, aun mas
preferida en la presencia de aproximadamente 5 Mm de EBI. Se ha encontrado de
manera s'orprendente, que las concentraciones mayores de EBI| afectan
negativamente la proteina ORF2 de PCV2, y las menores concentraciones no son
efectivas para inactivar el vector virico dentro de las 24 a las 72 horas de
inactivacién. Preferiblemente, la inactivaciéon se desarrolla durante al menos 24

horas, aun mas preferido durante 24 a 72 horas.

De acuerdo con un aspecto adicional, el método para preparar una
composicién que comprende la proteina ORF2 de PCV2, y el vector virico
inactivado, como se describié anteriormente, también incluye una etapa de -
neutralizacién después de la etapa 7. Esta etapa 7 comprende agregar una
cantidad equivalente de un agente que neutraliza el agente de inactivacion dentro
de la solucion. Preferiblemente, si el agente de inactivacion es BEI, se prefiere
agregar tiosulfato de sodio a una cantidad equivalente. Asi, de acuerdo con un
aspecto adicional, la etapa 8 comprende agregar una solucién de tiosulfato de
sodio a una concentracion final de aproximadamente 1 a aproximadamente 20
mM, preferiblemente aproximadamente 2 a aproximadamente 10 mM, aun mas
preferiblemente de aproximadamente 2 a aproximadamente 8 mM, aun mas
preferiblemente aproximadamente 3 a aproximadamente 7 mM, mas

preferiblemente de aproximadamente 5 mM, cuando el agente de activaciéon es

BEL

De acuerdo con un aspecto adicional, el método para preparar la
composicion que comprende la proteina ORF2 de PCV2, y el vector virico

inactivado, es como se describioé anteriormente, comprende antes de la etapa 1 la
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siguiente etapa: i) amplificar el ADN del ORF2 de PCV2 in Vitro, en donde las
secuencias de flanqueo del ADN ORF2 de PCV2 se modifican como se describié
anteriormente. Los métodos in Vitro para amplificar el ADN ORF2 de PCV2 siN
modificar las secuencias de flanqueo, clonar in Vitro el ADN ORF2 de PCV2
amplificado en un vector de transferencia y vectores de transferencia adecuados

se describieron anteriormente, los ejemplos mostrados en la Figura 1, o conocidos

por una persona experta en la técnica. Asi de acuerdo a un aspecto adicional este

metodo comprende las etapas de: i) amplificar el ADN del ORF2 de PCV2 in vitro,
en donde las secuencias de flanqueo de dicho ADN ORF2 de PCV2 se modifican,
iy clonar al ADN ORF2 de PCV2 amplificado en un vector de transferencia; vy iii)
transfectar el vector de transferencia o una porcién de este que contiene el ADN
ORF2 de PCV2 recombinante en un vector virico para generar el vector virico
recombinante; iv) infectar las células en el medio con el virus transfectado; v)
hacer que el virus transfectado exprese la proteina recombinante del ORF2 de
PCV2; vi) separar las células del sobrenadante; vii) recuperar la proteina ORF2 de
PCV2 expresada del sobrenadante; viii) inactivar el vector virico recombinante,
preferiblemente, en la presencia de aproximadamente 1 a aproximadamente 20
mM de BEI, mas preferida en la presencia de aproximadamente 5 mM BEI, y ix)
agregar una cantidad equivalente de un agente que neutralice el agente de
inactivacién dentro de la solucion, preferiblemente, agregar una solucion de
tiosulfato de sodio a una concentracién final de aproximadamente 1 a
aproximadamente 20 Mm, preferiblemente de aproximadamente 5§ mM, cuando el

agente en activacién es BEI.

En otro aspecto de la presente invencion, un método para preparar una
composicion, preferiblemente una composiciéon antigénica, tal como por ejemplo

una vacuna, para invocar una respuesta inmune contra PCV2. En general, este
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metodo incluye las etapas de transfectar una construccién en un virus, donde la
construccion comprende i) el ADN recombinante del ORF2 del PCV2, ii) infectar
las células en medio del crecimiento con virus transfectado, iii) hacer que el virus
exprese la proteina recombinante del ORF2 de PCV2, iv) recuperar la proteina
ORF2 expresada proveniente del sobrenadante, v) y preparar la composicion al
combinar la proteina recuperada con un adyuvante adecuado y/o otro vehiculo

farmacéuticamente aceptable.

Los “adyuvantes” como se utilizan aqui, pueden incluir hidréxido de aluminio
y fosfato de aluminio, saponinas, por ejemplo Quil A, QS-21 (Cambridge Biotech
Inc. Cambridge MA), GPI-0100 (galenita Pharmaceuticals, Inc, Birmingham, Al),
emulsion de agua en aceite, emulsion de aceite en agua, emulsién de agua en
aceite en agua. La emulsion puede estar basada en particular en aceite de
parafina liquido ligero (tipo Pharmacopea European) aceite isoprenoide tal como
escualano o escualeno, el aceite resultante de la teoligomerizacién de alquenos,
en particular de isobuteno o decenos; ésteres de acidos de alcoholes que
contienen un grupo alquilo lineal, mas particularmente aceites vegetales, etil
oleato, propilenglicol di-(caprilato/caprato), gliceril tri-(caprilato/caprato) o
propilenglicol dioleato; Los ésteres de acidos grasos ramificados o alcoholes, en
particular ésteres de acido isostearico. El aceite se utiliza en combinacién con
emulsificantes parta formar la emulsién. Los emulsificadores son preferiblemente
tensoactivos no iénicos en particular ésteres de sorbitan, de manido (por ejemplo
oleato de anhidro manitol), de glicol, de poliglicerol, de propilenglicol o de acido
oleico, isostearico, ricinoleico o hidroxi estearico, que son opcionalmente
etoxilados, y bloques de copolimero de polioxipropiIeno-polioxietilenb, en particular

los productos Pluronic, especialmente L121. Ver Hunter et al., The Theory and
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Practical Application of Adjuvants (Ed.Stewart-Tull, D. E. S.). John Wiley and Sons,

NY, pp51-94 (1995) and Todd et al., Vaccine 15: 564-570 (1997).

Por ejemplo, es posible utilizar la emulsion SPT descrita en la pagina 147
del “Vaccine Design, The Subunit and Adjuvant Approach” editada por M. Powell
and M. Newman, Plenum Press, 1995, y la emulsiéon MF59 descrita en la pagina

183 de este mismo libro.

Un caso adicional de un adyuvante es un compuesto escogido de los
polimeros de acido acrilico y metacrilico y los copolimeros de anhidrido maleico y
derivado de alquenilo. Los compuestos adyuvantes ventajosos son los polimeros
de acido acrilico o metacrilico que son reticulados, especialmente con éteres de
polialquenilo de azucares o polialcoholes. Estos compuestos son conocidos por el
término carbdmero (Phameuropa Vol. 8, No. 2, Junio 1996). Las personas
expertas en la técnica también pueden hacer referencia a la patente U.S. No.
2,909,462 que describe tales polimeros acrilicos reticulados con incompuesto
polihidroxilatado que tiene al menos 3 grupos hidroxilo, preferiblemente no mas de
8, los atomos de hidrégeno de al menos 3 hidroxilos son reemplazados por
radicales alifaticos insaturados que tienen al menos dos atomos de carbono. Los
radicales preferidos son aquellos que contienen de 2 a 4 4tomos de carbono, por
ejemplo vinilo, alilos y otros grupos etilénicamente insaturados. Los radicales
insaturados pueden ellos mismos contener otros sustituyentes, tales como metilo.
Los productos vendidos bajo el nombre Carbopol; (BF Goodrich Ohio, USA) son
particularmente apropiados. Ellos son reticulados con una anil sucrosa o con alil
pentaeritritol. Entre ellos, se puede mencionar Carbopol 974P, 934P y 971P. Mas
preferido es el uso de Carbopol 971P. Entre los copolimeros del anhidrido maleico

el derivado de alquenilo, los copolimeros EMA (Monsanto) que son copolimeros
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de anhidrido maleico y etileno. La disolucién de estos polimeros en agua conduce
a una solucion acida que se neutralizara, preferiblemente hasta pH fisiolégico, con
el fin de dar una soluci6n adyuvante en la cual la composicién inmunogénica,

inmunolégica o vacuna misma se incorporara.

Los adyuvantes adecuados adicionales incluyen, pero no estan limitados a,
el sistema adyuvante RIBI (Ribi Inc.), el copolimero en bloque (CytRx, Atlanta, GA)
SAF-M (Chiron, Emeryville CA), monofosforil lipido A, el adyuvante de lipido-amina
Avridina, la enterotoxina labil al calor de E, coli (recombinante o de otra forma), la

toxina del célera, el IMS 1314 o el dipéptido muramil entre muchos otros.

Preferiblemente el adyuvante se agrega en una cantidad aproximadamente
100 ug a aproximadamente 100 mg por dosis. Aln mas preferido el adyuvante se
agrega en una cantidad de aproximadamente 100 ug a aproximadamente 10 mg
por dosis. Aun mas preferido el adyuvante se agrega en una cantidad de 500 pg a
aproximadamente 5 mg por dosis. Aun mas preferido el adyuvante se agrega en
una cantidad de aproximadamente 750 ug a aproximadamente 2.5 mg por dosis.
Mas preferido el adyuvante se agrega en una cantidad de aproximadamente 1 mg

por dosis.

Asi, de acuerdo con un aspecto adicional, el método para preparar la
composicién antigénica, tal como por ejemplo una vacuna, para invocar una
respuesta inmune contra PCV2 comprende i) preparar y recuperar la proteina
ORF2 de PCV2, y ii) mezclar con un adyuvante adecuado. Preferiblemente, el
adyuvante es Carbopol 971P. Aun mas preferido, el Carbopol 971P se agrega en
una cantidad de aproximadamente 500 ug a aproximadamente 5 mg por dosis,

ain mas preferido en una cantidad de aproximadamente 750 pg a
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aproximadamente 2.5 mg por dosis y mas preferida en una cantidad de
aproximadamente 1 mg por dosis. Preferiblemente, el proceso de la etapa 1
incluye las etapas de proceso como se describieron para la preparacion y
recuperacion del ORF2 de PCV2. Por ejemplo, en formas preferidas de este
método, la construccion que comprende ADN de ORF2 de PCV2 se obtiene en un
vector de transferencia. Los vectores de transferencia adecuados y los métodos
para prepararlos se describieron anteriormente. Opcionalmente, el método puede
incluir una etapa de amplificar el ORF2 de una cepa de PCV2 a través de PCR
antes de clonar el ORF2 en el vector de transferencia. Las secuencias de
estructura de lectura abierta preferidas, las secuencias de Kozak, las secuencias
del sitio ECoR1 3', las secuencias de proteina recombinante, las secuencias de
construccion transfectada, los medios, células, y los virus son como se
describieron en los métodos previos. Otra etapa opcional para este método incluye
clonar el ADN ORF2 de PCV2 amplificado en un primer vector escindiendo el ADN
ORF2 de PCV2 de este primer vector y utilizando este ADN ORF2 de PCV2 para
clonar el vector de transferencia. Como con otros, se prefiere esperar durante al
menos 5 dias después de la infeccién de las células mediante el baculovirus
transfectado antes de la recuperacion de la proteina ORF2 recombinante del
sobrenadante. Preferiblemente, la etapa de recuperacion de este método también
incluye la etapa de separar el medio de las células y los desechos de célula. Esto
también se puede hacer de una variedad de formas pero para facilidad y
conveniencia se prefiere filtrar las células, los desechos de células, el medio de
crecimiento a través de un filtro que tiene poros que varian en tamafio desde
aproximadamente 0.45 pym a aproximadamente 1.0 yM. Finalmente, para este
método se prefiere incluir una etapa de inactivacion de virus antes de combinar la

proteina ORF2 de PCV2 recombinante recuperada en una composicion. Esto se
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puede hacer en una variedad de formas, pero se prefiere la practica de la presente

invencion utilizar BEI.

Asi de acuerdo a un aspecto adicional, este método comprende las etapas
de: i) amplificar el ADN ORF2 de PCV2 in vitro, en donde las secuencias de
flanqueo de dicho ADN ORF2 de PCV2 se modifican, ii) clonar el ADN ORF2 de
PCV2 amplificado en un vector de transferencia, v iii) transfectar el vector de
transferencia a una porcién de éste que contiene el ADN ORF2 de PCV2 en un
vector virico para generar el vector virico recombinante, iv) infectar las células en
medio con el virus transfectado; v) hacer que el virus transfectado exprese la
proteina recombinante de ORF2 de PCV2, iv) separar las células del
sobrenadante; vii) recuperar la proteina ORF2 de PCV2 expresada del
sobrenadante; viii) inactivar el vector virico recombinante, preferiblemente en la
presencia de aproximadamente 1 a aproximadamente 20 mm de BEI, mas
preferido es la presencia de aproximadamente 5 mm de BEI; ix) agregar una
cantidad equivalente de un agente que neutralice el agente de inactivacion dentro
de la solucidn, preferiblemente agregando una solucion de tiosulfato de sodio a
una concentracién final de aproximadamente 1 a aproximadamente 20 mm,
preferiblemente de aproximadamente 5 mm, cuando el agente de inactivacion es
BEl, y x) agregar una cantidad adecuada de un adyuvante, preferiblemente
agregar Carbopol, mas preferiblemente Carbopol 971P, alin mas preferido en
cantidades como se describié anteriormente (por ejemplo de aproximadamente
500 ug a aproximadamente 5 mg por dosis, alin mas preferido en una cantidad de
aproximadamente 750 ug a aproximadamente 2.5 mg por dosis y mas preferida en

una cantidad de aproximadamente 1 mg por dosis.
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Adicionalmente, la composicion puede incluir uno o mas vehiculos
farmacéuticos aceptables. Como se utiliza aqui, “un vehiculo farmacéutico
aceptable incluye cualquiera y todos los solventes, medios de dispersion,
recubrimientos, agentes estabilizantes, diluyentes, preservativos, agentes
antibacteriales y antifungosos, agentes isotonicos, agentes retardantes de la
adsorcion, y similares. Mas preferido, la composicién suministrada con éste la
proteina ORF2 de PCV2 recuperada del sobrenadante de célu-las cultivadas in
vitro, en donde dichas células fueron infectadas con un vector virico recombinante
que contiene ADN ORF2 de PCV2 y expresar la proteina ORF2 de PCV2, y en
donde dicho cultivo de célula fue ftratado con aproximadamente 2 a
aproximadamente 8 mM de BElI, preferiblemente con aproximadamente 5 mM de
BEI para inactivar el vector virico y una concentraciéon equivalente de un agente de
neutralizacion, preferiblemente solucion de tiosulfato de sodio a una concentracion
final de aproximadamente 2 a aproximadamente 8 mM, preferiblemente de
aproximadamente 5 mM, Carbopol, mas preferiblemente Carbopol 971P,
preferiblemente en cantidades de aproximadamente 500 pg a aproximadamente 5
mg por dosis, atin mas preferido en una cantidad de aproximadamente 750 ug a
aproximadamente 2.5 mg por dosis y mas preferido en una cantidad de
aproximadamente 1 mg por dosis y solucién salina fisiologica preferiblemente en
una cantidad de aproximadamente 50 a aproximadamente 90% (v/v), mas
preferiblemente a aproximadamente 60 a 80% (v/v), ain mas preferiblemente de

aproximadamente 70% (v/v).

Asi, un aspecto adicional se relaciona con un método para preparar una
composicion antigénica tal como por ejemplo una vacuna, para invocar una
respuesta inmune contra PCV2 que comprende las etapas: i) amplificar ADN

ORF2 de PCV2 in vitro, en donde las secuencias de flanqueo de dicho ADN ORF2
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de PCV2 se modifican, ii) clonar el ADN ORF2 de PCV2 amplificado en un vector
de transferencia, y iii) transfectar el vector de transferencia o una porcién de éste
que contiene el ADN ORF2 de PCV2 recombinante en un vector virico para
generar el vector virico recombinante, iv) infectar las células en el medio con el
virus transfectado; v) hacer que el virus afectado exprese en la proteina
recombinante de ORF2 de PCV2; vi) separar las células de sobrenadante; vii)
recuperar la proteina ORF2 de PCV2 expresada del sobrenadante; viii) inactivar el
vector virico recombinante, preferiblemente, en la presencia de aproximadamente
2 a aproximadamente 20 mM de BEI, mas preferido en la presencia de
aproximadamente 5 mM de BEI; ix) agregar una cantidad equivalente de un
agente que neutralice el agente de inactivacién dentro de la solucion,
preferiblemente agregando una solucion de tiosulfato de sodio 'a una
concentracién final de aproximadamente 0.5 a aproximadamente 20 mM,
preferiblemente 5 mM cuando el agente de inactivacion es BEI, x) agregar una
cantidad adecuada de unos adyuvantes, preferiblemente agregando Carbopol,
mas preferiblemente Carbopol 971P, aun mas preferido en cantidades como se
describi6 anteriormente (por ejemplo de aproximadamente 500 ug a
aproximadamente 5 ug por dosis, ain mas preferible en una cantidad de
aproximadamente 750 ug a aproximadamente 2.5 mg por dosis y mas preferido en
una cantidad de aproximadamente 1 mg por dosis); y Xi) agregar solucién salina
fisiologica, preferiblemente en una cantidad de aproximadamente 50 a
aproximadamente 90% (v/v), mas preferiblemente a aproximadamente 60 a 80%
(viv), aun mas preferiblemente de aproximadamente 70% (v/v). Opcionalmente,
este método también puede incluir la visién de un protector. Un protector como se
utiliza aqui se refiere a un agente activo antimicrobiolégico, tal como Gentamicina,
Mertiolate, y similar. En particular agregar un protector es mas preferido para la

preparacion de wuna composicion multidosis. Aquellos agentes activos
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antimicrobiolégicos se agregan en concentraciones efectivas para evitar la
composicion de interés para cualquier contaminacién microbiolégica o para la

inhibicion de cualquier crecimiento microbiolégico dentro de la composicién de

interés.

Mas aln, este método también puede comprender la adicion de cualquier
agente estabilizante, tal como por ejemplo sacaridos, trehalosa, manitol, sacarosa
y similares, para incrementar y/o mantener la vida media del producto. Sin
embargo, se ha encontrado de manera sorprendente que la formulacién resultante
es inmunoldgicamente efectiva durante un periodo de al menos 24 meses sin

agregar un ningln agente estabilizante adicional.

Un aspecto adicional de la presente invencion se relaciona con el resultado
de los productos de los métodos como se describié anteriormente. En particular, la
presente invencion se relaciona con una composicién de materia que comprende
proteina ORF2 de PCV2 recombinantemente expresada. Mas aun, la presente
invencién también se relaciona con una composicién de materia que comprende
proteina ORF2 de PCV2 recombinantemente expresada, recuperada del
sobrenadante de un cultivo de célula de insecto. Mas aun, la presente invencion
tambien se relaciona con una composicién de materia que comprende proteina
ORF2 de PCV2 recombinantemente expresada, recuperada del sobrenadante de |
un cultivo de célula de insecto. Preferiblemente, esta composicién de materia
también comprende un agente adecuado para la inactivacion de vectores virales.
Preferiblemente, dicho agente de inactivacién es BEl. Mas aun, la presente
invencion también se relaciona con una composicién de materia que comprende la
proteina ORF2 de PCV2 recombinantemente expresada recuperada del

sobrenadante de un cultivo de célula de insecto, y comprende un agente,



'@

10

15

20

25

WO 2006/072065 37 PCT/US2005/047596

adecuado para la inactivacion de vectores virales, preferiblemente BE| y un agente
de neutralizacién para neutralizacién del agente de inactivacion. Preferiblemente,
ese agente de neutralizacion es tiosulfato de sodio cuando el BEI se utiliza como

un agente de inactivacion.

En adn otro aspecto de la presente invencién, se suministra una
composicion inmunolégica que induce una respuesta inmune y, mas
preferiblemente, confiere inmunidad protectora contra los signos clinicos de la
infeccion PCV2. La composicién generalmente comprende el polipéptido, o un
fragmento de éste, expresado mediante la Estructura de Lectura Abierta 2 (ORF2)

de PCV2, como el componente antigénico de la composicion.

El ADN ORF2 de PCV2 y la proteina, como se utiliza aqui para la
preparacion de las composiciones y también como se utiliza dentro de los
procesos suministrados aqui es un dominio altamente conservado dentro de los
aislados PCV2 y de esta manera, cualquier ORF2 de PCV2 seria efectivo como la
fuente de ADN ORF2 de PCV2 y/o polipéptido como se utiliza aqui. Una proteina
ORF2 de PCV2 preferida es aquella de la SEQ ID NO. 11. Un polipéptido ORF2
de PCV2 preferido se suministra aqui como la SEQ ID NO. 5, pero se entiende por
aquellos expertos en la técnica que esta secuencia se podria variar tanto como 6-
10% en homologia de secuencia y aun retener las caracteristicas antigénicas que
la hacen atil en composiciones inmunogénicas. Las caracteristicas antigénicas de
una composicion inmunoldgica pueden ser, estimadas por el experimento de
exposicion como se suministr6 en el ejemplo 4. Mas adn, la caracteristica
antigénica de un antigeno modificado es aun retenida, cuando el antigeno
modificado confiere al menos 70%, preferiblemente 80%, mas preferiblemente

90% de la inmunidad protectora comparada con la proteina ORF2 de PCV2,

5%
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codificada mediante la secuencia de polinucleétido de la SEQ ID NO: 3 o de la
SEQ ID NO: 4. Una “composicién inmunogénica” como se utiliza aqui, significa
una proteina ORF2 de PCV2 que elicita una “respuesta inmunologica” en el
huésped de una respuesta inmune celular y/o mediada por anticuerpo a la
proteina ORF2 de PCV2. Preferiblemente, esta composicién inmunogénica es
capaz de conferir inmunidad protectora contra la infeccion PCV2 y los signos
clinicos asociados con ésta. En algunas formas, las porciones inmunogénicas de
la proteina ORF2 de PCV2 son utilizadas como el componente antigénico en la
composicion. El termino “porcion inmunogénica” como se utiliza aqui se refiere a
formas truncadas y/o sustituidas, o fragmentos de la proteina ORF2 de PCV2 y/o
polinucleétido, respectivamente. Preferiblemente, tales formas truncadas y/o
sustituidas o fragmentos comprenderan al menos 6 aminoacidos contiguos del
polipéptido ORF2 de longitud completa. Mas preferiblemente, las formas truncada
o sustituida, o los fragmentos tendran al menos 10, mas preferiblemente al menos
15, y alin mas preferiblemente al menos 19 aminoacidos contiguos del polipéptido
ORF2 de longitud completa. Dos secuencias preferidas a este respecto se
suministran aqui como la SEQ ID NO: 9 y 10. Se entiende ademas que tales
secuencias pueden ser partes de fragmentos mayores o formas truncadas. Un
polipéptido ORF2 de PCV2 preferido adicional suministrado aqui se codifica
mediante las secuencias de nucleétido de la SEQ ID NO: 3 o la SEQ ID NO: 4.
Pero se entiende por aquellos expertos en la técnica que esta secuencia podria
variar tanto como 6-20% en la homologia de secuencia y aun retendra las
caracteristicas antigénicas que la hacen Util en composiciones inmunogénicas. En
algunas formas, una forma truncada o sustituida, o fragmento de ORF2 se utiliza
como el componente antigénico en la composicion. Preferiblemente, tales formas
truncada o sustituida, o fragmentos comprenderan al menos 18 nucleétidos

contiguos de la secuencia de nucleétido ORF2 de longitud completa, por ejemplo,
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la SEQ ID NO: 3 o la SEQ ID NO: 4. Mas preferiblemente, las formas truncada o
sustituida, o fragmentos tendran al menos 30, mas preferiblemente al menos 45, y
aun mas preferiblemente al menos 57 nucleétidos contiguos de la secuencia de

nucledtido ORF2 de longitud completa, por ejemplo, la SEQ ID NO: 3 o la SEQ ID
NO: 4.

‘ldentidad de secuencia” como es conocida en la técnica se refiere a la
relacion entre dos o mas secuencias de polipéptido o dos 0 méas secuencias de
polinucledtido, a saber una secuencia de referencia y una secuencia dada para ser
comparada con la secuencia de referencia. La identidad de secuencia se
determina al comparar la secuencia dada a la secuencia de referencia después de
que las secuencias se han alineado para producir el grado mas alto de similitud de
secuencia, como se determindé mediante la coincidencia entre cuerdas de tales
secuencias. Luego del alineamiento, la identidad de secuencia se descubre sobre
una base posicién por posicion, por ejemplo, las secuencias son “idénticas” a una
posicion particular si en esa posicion, los nucleétidos o los residuos de aminoacido
son idénticos. El nUmero total de tales identidades de posicion es luego dividido
por el nimero total de nucleétidos o residuos en la secuencia de referencia para
dar la identidad de secuencia porcentual. La identidad de secuencia puede ser
facilmente calculada mediante métodos conocidos, incluyendo pero no limitados a,
aquellos descritos en Computational Molecular Biology, Lesk, A. N., ed., Oxford
University Press, New York (1988), Biocomputing: Informatics and Genome
Projects, Smith, D.W., ed., Academic Press, New York (1993); Computer Analysis
of Sequence Data, Part |, Griffin, A.M., and Griffin, H. G., eds., Humana Press,
New Jersey (1994); Sequence Analysis in Molecular Biology, von Heinge, G.,
Academic Press (1987) Sequence Analysis Primer, Gribskov, M. and Devereuy, J.,

eds., M. Stockton Press, New York (1991); and Carillo, H., and Lipman, D., SIAM

$5
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J. Applied Math., 48: 1073 (1988), cuyas ensefianzas se encontraron aqui como
referencia. Los métodos preferidos para determinar la identidad de secuencia se
designan para dar la coincidencia mayor entre las frecuencias ensayadas. Los
meétodos para determinar la identidad de secuencia se codifican en programas de
computadora publicamente disponibles que determinan la identidad de secuencia
enire secuencias dadas. Ejemplos de tales programas incluyen, pero no estan
limitados a, el paquete de programa GCG (Devereux, J., et. al.,, Nucleic Acids
Research, 12(1):387 (1984)), BLASTP, BLASTM y FASTA (Altschul, S. F. et al., J.
Molec. Biol.,, 215:403-410 (1990). El programa BLASTX esta publicamente
disponible de NCBI y otras fuentes (BLAST Manual, Altschul, S.F. et al., J. Molec.
Biol., 215:403-410 (1990), cuyas ensefianzas se incorporan aqui como referencia).
Estos programas alinean de manera dptima las secuencias los pesos de los
espacios por defecto con el fin de producir el nivel mas alto de la identidad de
secuencia entre las secuencias dadas y de referencia. Como una ilustracion,
mediante un polinucleétido que tiene una secuencié de nucleétido que tiene al
menos, por ejemplo, 85%, preferiblemente 90%, o mas preferiblemente 95% “de
identidad de secuencia”, a la secuencia de nucleétidos de referencia, se pretende
que la secuencia de nucleétido del polinucleétido dado sea idéntica a la secuencia
de referencia excepto que la secuencia de polinucleétido dada pueda incluir hasta
15, preferiblemente hasta 10, aun mas preferiblemente hasta 5 mutaciones
puntuales por cada 100 nucleétidos de la secuencia de nucleétido de referencia.
En otras palabras, en un polinucleétido que tiene una secuencia que tiene una
secuencia de nucledtido que tiene al menos 85%, preferiblemente 90%, adin mas
preferiblemente 95% de identidad con relacién a la secuencia de nucleétido de
referencia, hasta el 15%, preferiblemente 10%, o mas preferiblemente 5% de los
nucledtidos en la secuencia de referencia se pueden suprimir o sustituir con otro

nucleétido, o con un nimero de nuclettidos de hasta 15%, preferiblemente 10%,
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aun mas preferiblemente 5% de los nucledtidos totales en la secuencia de
referencia se pueden insertar en la secuencia de referencia. Estas mutaciones de
la secuencia de referencia pueden ocurrir en las posiciones terminales 5’ o0 3' de la
secuencia de nucleétido de referencia o en cualquier otra parte entre aquellés
posiciones terminales, entremezcladas individualmente entre los nucleétidos en la
secuencia de referencia o en uno o mas grupos contiguos con la secuencia de
referencia. De manera analoga, mediante un polipéptido que tiene una secuencia
de aminoacido dada que tiene al menos, por ejemplo, 85%, preferiblemente 90%,
aun mas preferiblemente 95% de identidad de secuencia con una secuencia de
aminoacido de referencia, se pretende que la secuencia de aminoacido dada del
polipéptido sea idéntica a la secuencia de referencia, excepto que la secuencia del
polipéptido dada puede incluir hasta 15, preferiblemente hasta 10, ain mas
preferiblemente hasta 5 alteraciones de aminoacido por cada 100 aminoacidos de
la secuencia de aminoacido de referencia. En otras palabras, para obtener una
secuencia de polipéptido dada que tenga al menos 85%, preferiblemente 90%,
aun mas preferiblemente 95% de identidad de secuencia con la secuencia de
aminoacido de referencia, hasta 15%, preferiblemente hasta 10%, ain mas
preferiblemente hasta 5% de los residuos de aminoacido en la secuencia de
referencia se pueden suprimir o sustituir con otro aminoacido o con un nimero de
aminoacido de hasta 15%, preferiblemente hasta 10%, alin mas preferiblemente
hasta 5% del numero total del nimero total de residuos de aminoacido en la
secuencia de referencia se pueden insertar en la secuencia de referencia. Estas
alteraciones de la secuencia de referencia pueden ocurrir en las posiciones
terminales amino o carboxi de la secuencia de aminoacido de referencia o en
cualquier otra parte en donde aquellas posiciones terminales, entremezcladas
individualmente entre los residuos en la secuencia de referencia o en uno o mas

grupos contiguos dentro de la secuencia de referencia. Preferiblemente, las
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posiciones del residuo que no son idénticas difieren mediante las sustituciones de
aminoéacido conservador. Sin embargo, las constituciones conservadoras no estan

incluidas como una coincidencia cuando se determina la identidad de secuencia.

“Homologia de secuencia”, como se utiliza aqui, se refiere a un método
para determinar las relaciones de las dos secuencias. Para determinar la
homologia de secuencia, dos 0 mas secuencias son éptimamente alineadas, y los
espacios son introducidos si es necesario. Sin embargo, como contraste con la
‘identidad de secuencia”, las sustituciones de aminoacido conservadoras se
cuentan como una coincidencia cuando se determina la homologia de secuencia.
En otras palabras, para obtener un polipéptido o un polinucleétido que tiene 95%
de homologia de secuencia con una secuencia de referencia, 85%,
preferiblemente 90%, adn mas preferiblemente 95% de los residuos de
aminoacido o los nuclebtidos en la secuencia de referencia deben coincidir o
comprender una sustituciébn conservadora con otro aminoacido o nucleétido, o un
numero de aminoacidos nucledtidos, hasta el 15%, preferiblemente hasta el 10%,
aun mas preferiblemente hasta el 5% de los residuos de aminoacido totales o
nucleétidos, no incluyendo las sustituciones conservadoras en la secuencia de
referencia se puede insertar en la secuencia de referencia. Preferiblemente, la
secuencia homologa comprende al menos un tramo de 50, aun mas
preferiblemente de 100, aun mas preferiblemente de 250, ain mas

preferiblemente de 500 nucleétidos.

Una “sustitucién conservadora” se refiere a la sustitucion de un residuo de
aminoacido o nucleétido con otro residuo de aminoacido o nucleétido que tiene
caracteristicas similares o propiedades que incluyen tamafo, hidrofobicidad, etc.,

de tal forma que la funcionalidad total no cambia significativamente.
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“Aislado” significa alterado “por la mano del hombre” desde su estado
natural, es decir, si ésta ocurre en la naturaleza, y se ha cambiado o removido
desde su ambiente original, 0 ambos. Por ejemplo, un polinucleétido o polipéptido
naturalmente presente en el organismo vivo no es “aislado”, sino el mismo
polinucledtido o polipéptido separado del material coexistente de su estado natural

es “aislado” como el término es empleado aqui.

Asi, un aspecto adicional de la presente invencién se relaciona con una
composicién inmunogénica efectiva para disminuir la severidad de los sintomas
clinicos asociados con la infecciéon PCV2 que comprende la proteina ORF2 de
PCV2. Preferiblemente, la proteina ORF2 de PCV2 es una cualquiera de aquellas,

descrita anteriormente. Preferiblemente, dicha proteina ORF2 de PCV2 es;

i) Un polipéptido que comprende una secuencia de SEQ
ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10 0 SEQ ID
NO: 11;

i) Cualquier polipéptido que es al menos 80% homologo
con el polipéptido de i),

iii)  Cualquier porcién inmunogénica del polipéptido de i) y/o

iv) La presion inmunogénica de iii), que comprende al
menos 10 aminoacidos contiguos incluidos en las secuencias de la
SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10 o0 SEQ
ID NO: 11.

V) El polipéptido que es codificado por un ADN que

comprende la secuencia de la SEQ ID NO: 3 o la SEQ ID NO: 4,

g
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vi)  Cualquier polipéptido que es codificado por un
polinucledtido que es al menos 80% homologo con el polinucledtido
dev),

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

viii) La porcién .inmunogénica de vii) en donde el
polinucledtido codificado por dicha porcion inmunogénica comprende
al menos 30 nucleétidos contiguos incluidos en las secuencias de la

SEQ ID NO: 3 0 la SEQ ID NO: 4.

Preferiblemente cualquiera de aquellas porciones inmunogénicas que
tienen las caracteristicas inmunogénicas de la proteina ORF2 de PCV2 que es

codificada por la secuencia de la SEQ ID NO: 3 o la SEQ ID NO: 4.

De acuerdo con un aspecto adicional, la proteina ORF2 de PCV2 se
suministra en la composicion inmunolégica . a un nivel de inclusién de antigeno
efectiva para inducir la respuesta inmune deseada, a saber reducir la incidencia de
o la disminucién de la severidad de los signos clinicos que resultan de la infeccion
PCV2. Preferiblemente, el nivel de inclusién de la proteina ORF2 de PCV2 es al
menos 0.2 ug de antigeno/ml de la composicién inmunogénica final (ug/ml), mas
preferiblemente desde aproximadamente 0.2 a aproximadamente 400 pg/ml, ain
mas preferiblemente desde aproximadamente 0.3 a aproximadamente 200 pg/ml,
aun mas preferiblemente desde aproximadamente 0.35 a aproximadamente 100
ug/ml, ain mas preferible desde aproximadamente 0.4 a aproximadamente 50
ug/mi, alin mas preferiblemente desde aproximadamente 0.45 a aproximadamente
30 pg/ml, aun mas preferiblemente desde aproximadamente 0.6 a

aproximadamente 15 ug/ml, adn mas preferiblemente desde aproximadamente
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0.75 a aproximadamente 8 pg/ml, ain mas preferiblemente desde
aproximadamente 1.0 a aproximadamente 6 pg/ml, ain mas preferiblemente
desde aproximadamente 1.3 a aproximadamente 3.0 upg/ml, alin mas
preferiblemente desde aproximadamente 1.4 a aproximadamente 2.5 pug/ml, ain

mas preferiblemente desde aproximadamente 1.5 a aproximadamente 2.0 pg/ml, y

mas preferiblemente 1.6 ug/mi.

De acuerdo con un aspecto adicional, el nivel de inclusion de antigeno
ORF2 es al menos 0.2 ug de proteina ORF2 de PCV2 como se describié
anteriormente por dosis de la composicion antigénica final (ug/dosis), mas
preferiblemente desde aproximadamente 0.2 a aproximadamente 400 pg/dosis,
aun mas preferiblemente desde aproximadamente 0.3 a aproximadamente 200
Mg/dosis, aun mas preferiblemente desde aproximadamente 0.35 a
aproximadamente 100 pug/dosis, aun mas preferiblemente desde
aproximadamente 0.4 a aproximadamente 50 ug/dosis, aun mas preferiblemente
desde aproximadamente 0.45 a aproximadamente 30 pg/dosis, aun mas
preferiblemente desde aproximadamente 0.6 a aproximadamente 15 pg/dosis, aun
mas preferiblemente desde aproximadamente 0.75 a aproximadamente 8
pg/dosis, aan mas preferiblemente desde aproximadamente 1.0 a
aproximadamente 6 ug/dosis, ain mas preferiblemente desde aproximadamente
1.3 a aproximadamente 3.0 ug/dosis, ain mas preferiblemente desde
aproximadamente 1.4 a aproximadamente 2.5 pg/dosis, aun mas preferiblemente
desde aproximadamente 1.5 a aproximadamente 2.0 ug/dosis, y mas

preferiblemente desde aproximadamente 1.6 pg/dosis.

El polipéptido ORF2 de PCV2 utilizado en una composicién inmunogénica

de acuerdo con la presente invencion se puede derivar de cualquier manera
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incluyendo el aislamiento y la purificacion del ORF2 de PCV2, la sintesis de
proteina estandar, y la metodologia recombinante. Los métodos preferidos para
obtener el polipéptido ORF2 de PCV2 como se describié aqui anteriormente y son
también suministrados en la Solicitud de Patente U.S. Serie No. 11/034,797. cuyo
contenido y ensefianzas se .incorporan aqui- como referencia. En resumen, las
celulas susceptibles son infectadas con un vector virico recombinante que
contiene las secuencias codificantes de ADN del ORF2 de PCV2, el polipéptido
ORF2 de PCV2 se expresa mediante el virus recombinante, y el polipéptido ORF2
de PCV2 expresado se recupera del sobrenadante mediante filtracion e
inactivacién mediante cualquier método convencional, preferiblemente utilizando

etilenimina binaria, la cual es luego neutralizada para detener el proceso de

inactivacion.

Asi, de acuerdo a aspecto adicional la composicién inmunogénica
comprende i) cualquiera de las proteinas ORF2 de PCV2 descritas anteriormente,
preferiblemente en concentraciones de‘scritas anteriormente, y ii) al menos una
porcion del vector virico que expresa dicha proteina ORF2 de PCV2,
preferiblemente de un baculovirus recombinante. Mas aun, dé acuerdo con un
aspecto adicional, la composicion inmunogénica comprende i) cualquiera de las
proteinas ORF2 de PCV2 anteriormente, preferiblemente en las concentraciones
descritas anteriormente, ii) al menos una porcién del vector viricp gue expresa
dicha proteina ORF2 de PCV2, preferiblemente de un baculovirus recombinante, y

iii) una porcién del sobrenadante de cultivo de célula.

De acuerdo con una modalidad especifica del proceso de produccion y
recuperacién para la proteina ORF2 de PCV2, el sobrenadante del cultivo de

célula se filtra a través de una membrana que tiene un tamaiio de poro,
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preferiblemente entre aproximadamente 10.45 a 1 um. Asi, un aspecto adicional
se relaciona con una composicién inmunogénica que comprende i) cualquiera de
las proteinas ORF2 de PCV2 descritas anteriormente, preferiblemente en las
concentraciones descritas anteriormente, ii) al menos una porcién del vector virico
que expresa dicha proteina ORF2 de PCV2, preferiblemente de un baculovirus
recombinante, y iii) una porcion del cultivo de célula, en donde aproximadamente

el 90% del componente tiene un tamafio mas pequefio de 1 um.

De acuerdo con un aspecto adicional, la presente invencion se relaciona
con una composicion inmunogénica que comprende i) cualquiera de las proteinas
ORF2 de PCV2 descritas anteriormente, preferiblemente en las concentraciones
descritas anteriormente, ii) al menos una porcién del vector virico que expresa
dicha proteina ORF2 de PCV2, iii) una porcién del cultivo de célula, iv) y un
agente inactivante para inactivar el vector virico recombinante preferiblemente
BEI, en donde aproximadamente el 90% de los componentes i) a iii) tiene un
tamafio mas pequefio de 1 um. Preferiblemente, el BEl esta presente en
concentraciones efectivas para inactivar el baculovirus. Las concentraciones

efectivas se describieron anteriormente.

De acuerdo con un aspecto adicional, la presente invencion se relaciona
con una composicion inmunogénica que comprende i) cualquiera de las proteinas
ORF2 de PCV2 descritas anteriormente, preferiblemente en las concentraciones
descritas anteriormente, ii) al menos una porcion del vector virico que expresa
dicha proteina ORF2 de PCV2, iii) una porcién del cultivo de célula, iv) un agente
inactivante para inactivar el vector virico recombinante preferiblemente BE!, y v)
un agente de neutralizacion para detener la inactivacion mediada mediante el

agente inactivante, en donde aproximadamente el 90% de los componentes i) a iii)
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tienen un tamafio més pequefio de 1 um, preferiblemente, si el agente inactivante

es BEI, dicha composicion comprende tiosulfato de sodio en cantidades

equivalentes a BEI.

El polipéptido se incorpora en una composicion que se puede administrar a
un animal susceptible a infeccion PCV2. En formas preferidas, la composicion
también puede incluir los componentes adicionales conocidos por aquellos
expertos en la técnica (ver también Remington’s Pharmaceutical Sciences. (1990).
18th e. Mack Publ., Easton). Adicionalmente, la composiciéon puede incluir uno o
mas vehiculos veterinariamente aceptables. Como se utiliza aqui, “un vehiculo
veterinariamente aceptable” incluye cualquiera y todos los solventes, medios de
dispersion, recubrimientos, adyuvantes, agentes estabilizantes, diluyentes,
preservativos, agentes antibacteriales y antifungosos, agentes isotonicos, agentes

supresores de absorcion y similares.

En una modalidad preferida, la composicién inmunogénica comprende la
proteina ORF2 de PCV2 como se suministra con ésta, preferiblemente en las
concentraciones descritas anteriormente, como un componente antigeénico, que se

mezcla con un adyuvante, preferiblemente Carbopol, y solucién salina fisiolégica.

Aquellos expertos en la técnica entenderdn que la composicién aqui
presente puede incorporar soluciones estériles fisioldgicamente aceptables
inyectables conocidas. Para preparar una solucion lista para usar para inyeccion o
infusién parenteral, las soluciones isotdnicas acuosas, tales como por ejemplo las
soluciones salinas o las de proteina de plasma correspondiente estan facilmente
disponibles. Ademas, las composiciones inmunogénicas y de vacuna de la

presente invencion pueden incluir diluyentes, agentes isoténicos, estabilizadores,
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o adyuvantes. Los diluyentes pueden incluir agua, solucién salina, dextrosa,
etanol, glicerol, y similares. Los agentes isotdnicos pueden incluir cloruro de sodio,
dextrosa, manitol, sorbitol, y lactosa, entre otros. Los estabilizadores incluyen
albimina y sales alcalinas de &cido etilendiamintetracético, entre otros. Los |
adyuvantes adecuados, son aquellos descritos anteriormente. Mas preferido es el
uso de carbopol, en particular el uso de Carbopol 971P, preferiblemente en
cantidades como se describieron anteriormente (por ejemplo de aproximadamente
500 pg a aproximadamente 5 ug por dosis, aun mas preferido en una cantidad de
aproximadamente 750 ug a aproximadamente 2.5 mg por dosis, y mas preferida

en una cantidad de aproximadamente 1 mg por dosis.

Asi, la presente invencion también se relaciona con una composicién

© inmunogénica que comprende i) cualquiera de las proteinas ORF2 de PCV2

descritas anteriormente, preferiblemente en las concentraciones descritas
anteriormente, ii) al menos una porcion del vector virico que expresa dicha
proteina ORF2 de PCV2, iii) una porcion del cultivo de célula, iv) un agente
inactivante para inactivar el vector virico recombinante preferiblemente BEI, y v)
un agente de neutralizacién para detener la inactivaciéon medida por el agente
inactivante, preferiblemente tiosulfato de sodio en cantidades equivalentes a BEL; y
vi) un adyuvante adecuado, preferiblemente Carbopol 971 en las cantidades
descritas anteriormente; en donde aproximadamente 90% de los componentes 1 a
3 tienen un tamafio mas pequefio de 1 um. De acuerdo a un aspecto adicional,
esta composicidbn inmunogénica comprende ademas una sal farmacéutica
aceptable, preferiblemente una sal de fosfato en concentraciones fisiolégicamente
aceptables. Preferiblemente, el pH del dicha composicién inmunogénica se ajusta

a un pH fisiolégico, significando desde aproximadamente 6.5y 7.5.
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Asi, la presente invencién también se relaciona con una composicidn
inmunogénica que comprende por un ml i) al menos 1.6 pg de la proteina ORF2
de PCV2 descrita anteriormente, ii) al menos una porcién del baculovirs que

expresa dicha proteina ORF2 de PCV2, iii) una porcién del cultivo de célula, iv)

aproximadamente 2 a 8 mM de BEIl, v) tiosulfato de sodio en cantidades

equivalentes a BEI, y vi) aproximadamente 1 mg de Carbopol 971, y vii) sal de
fosfato en una concentracién fisiolégicamente aceptable, en donde
aproximadamente 90% de los componentes i) a iii) tienen un tamafio mas pequefio

de 1 umy el pH de dicha composicién inmunogénica se ajusta a aproximadamente

6.5a7.5.

Las composiciones inmunogénicas pueden incluir adicionalmente uno o
mas agentes inmunomoduladores tal como, por ejemplo, interleuquinas,
interferones, u otras citoquinas. Las composiciones inmunogénicas también
pueden incluir Gentamicina y Mertiolate. Mientras que las cantidades vy
concentraciones de adyuvantes y aditivos Utiles en el contexto de la presente
invencién se pueden determinar faciimente por el experto en la técnica, la
presente  invenciébn contempla composiciones que comprenden de
aproximadamente 50 pg a aproximadamente 2000 pg de adyuvante y
preferiblemente aproximadamente 250 pg/ml de dosis de la composicion de
vacuna. En otra modalidad preferida, la presente invenciéon contempla
composiciones de vacuna que comprenden de aproximadamente 1 ug/ml a
aproximadamente 60 pg/mi de antibiéticos, y mas preferiblemente menos de

aproximadamente 30 pg/ml de antibioticos.

Asi, la presente invencién también se relaciona con una composicion

inmunogénica que comprende i) cualquiera de las proteinas ORF2 de PCV2
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descritas anteriormente, preferiblemente en las concentraciones descritas
anteriormente, ii) al menos una porcion de vector virico que expresan dicha
proteina ORF2 de PCV2, iii) una porcién del cultivo celular, iv) un agente de
inactivacion para inactivar el vector virico recombinante preferiblemente BEL, y v)
un agente de neutralizacién para detener la inactivacién mediada por el agente de
inactivacion, preferiblemente tiosulfato de sodio en cantidades equivalentes a BEI,
vi) un adyuvante adecuado, preferiblemente Carbopol 971 en las cantidades
descritas anteriormente; vii) una concentracién farmacéuticamente aceptable de
un amortiguador de salina, preferiblemente de una sal de fosfato, y viii) un agente
activo anti-microbiolégico; en donde aproximadamente el 90% de los componentes

i) a iii) tienen a tamafo menor de 1 ym.

Se ha encontrado sorprendentemente, que la composicién inmunogénica
suministrada aqui comprende una alta estabilidad durante un periodo de 24
meses. También se ha encontrado que las composiciones inmunogénicas
suministradas aqui, comprenden proteina ORF2 de PCV2 expresada de
baculovirus, recombinante como se suministra aqui es muy efectiva en reduccion
de los sintomas clinicos asociados con Infecciones PCV2. Se ha encontrado
sorprendentemente, que las composiciones inmunogénicas que comprenden la
proteina ORF2 de PCV2 expresada por baculovirus recombinante como se
suministra aqui, es mas efectiva que la composicion inmunogénica que
comprende el virus PCV2 completo en una forma inactiva, o antigéno ORF2 de
PCV?2 virico aislado. En particular, se ha encontrado sorprendentemente, que la
proteina ORF2 de PCV2 expresada por baculovirus recombinante es efectiva en
muy bajas concentraciones, lo que significa en concentraciones hasta 0.25
ug/dosis. Este alto potencial inmunogénico inesperado de la proteina ORF2 de

PCV2 se puede incrementar adicionalmente al agregar Carbopol.
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Un aspecto adicional se relaciona con un contenedor que comprende al
menos una dosis de la composicion inmunogénica de la proteina ORF2 de PCV2
como se suministra aqui, en donde una dosis comprende al menos 2 g de la
proteina ORF2 de PCV2, preferiblemente 2 a 16 pg de la proteina ORF2 de PCV2.
Dicho contenedor puede comprende 1 a 250 dosis de la composicion
inmunogénica, preferiblemente contiene 1, 10, 25, 50, 100, 150, 200, o 250 dosis
de la composicién inmunogénica de la proteina ORF2 de PCV2. Preferiblemente,
cada uno de los contenedores que comprende mas de una dosis de la
composicién inmunogénica de la proteina ORF2 de PCV2 corﬁprende
adicionalmente un agente activo anti-microbiolégico. Aquellos agentes son por
ejemplo antibioticos que incluyen Gentamicina y Mertiolate y similares. Asi, un
aspecto de la presente invencion se relaciona con un contenedor que comprende
1 a 250 dosis de la composicion inmunogénica de la proteina ORF2 de PCV2, en
donde una dosis comprende al menos 2 ug de proteina ORF2 de PCV2, y
Gentamicina y/o Mertiolate, preferiblemente de aproximadamente 1 pg/ml a
aproximadamente 60 ug/ml de antibiéticos, y mas preferiblemente menos de

aproximadamente 30 pg/ml.

Un aspecto adicional se relaciona con un kit, que comprende cualquiera de
los contenedores, descritos anteriormente, y un manual de instrucciones, que
incluyen la informacion para la aplicacion intramuscular de al menos una dosis de
la composicion inmunogénica de la proteina ORF2 de PCV2 en cerditos para
reducir la severidad de los sintomas clinicos asociados con la infeccion PCV2.
Mas at’ml, de acuerdo con un aspecto adicional, dicho manual de instrucciones
comprende la informacién de una segunda administracion adicional de al menos

una dosis de la composicion inmunogénica del ORF2 de PCV2, en donde en la
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segunda administracion o cualquier administracion adicional va al menos 14 dias
mas alla de la inicial o cualquier administracion anterior. Preferiblemente, dicha
manual de instrucciones también incluye la informacién, para administrar un
inmunoestimulador. Preferiblemente, dicho inmunoestimulador se debe dar al
menos dos veces. Preferiblemente, al menos 3, mas preferiblemente al menos 5,
alun mas preferiblemente al menos 7 dias estan entre la primera y segunda de
cualquier administracién adicional del inmunoestimulador. Preferiblemente, el
inmunoestimulador se da al menos 10 dias, preferiblemente 15, aiun mas
preferiblemente 20, aun mas preferiblemente al menos 22 dias mas alla de la
administracion inicial de la composicion inmunogénica de la proteina ORF2 de
PCV2. Un inmunoestimulador preferido es por ejemplo la hemocianina de lapa ojo
de cerradura (KLH), todavia emulsificada preferiblemente con un adyuvante
incompleto de Freund (KLH/ICFA). Sin embargo, se entiende aqui, que cualquier
otro inmunoestimulador conocido por una persona experta en la técnica puede
también se puede utilizar. Como se utiliza aqui "Inmunoestimulador”, significa
cualquier agente o composicién que puede accionar la respuesta inmune,
preferiblemente sin iniciar o incrementar una respuesta inmune especifica, por
ejemplo la respuesta inmune contra un patégeno especifico. Se dan instrucciones
adicionales para administrar el inmunoestimulador en una dosis adecuada. Mas
aun, el kit también puede comprende un contenedor, que incluye al menos una

dosis del inmunoestimulador, preferiblemente una dosis de KLH, o KLH/ICFA.

Mas aln, también se ha encontrado sorprendentemente que el potencial
inmunogénico de las composiciones inmunogénicas que comprenden la proteina
ORF2 de PCV2 expresada de baculovirus recombinante, preferiblemente en
combinacion con Carbopol, se puede mejorar adicionalmente por la administracion

de la vacuna IngelVac PRRS MLV (ver Ejemplo 5). Los sintomas clinicos del
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PCV2 y las manifestaciones de la enfermedad se magnifican grandemente cuando
esta presente la infeccion PRRS. Sin embargo, las composiciones inmunogénicas
y las estrategias de vacunacion como se suministran aqui reducen este efecto
grandemente, y mas de lo esperado. En otras palabras, se observa un efecto
sinergistico inesperado cuando se tratan animales, preferiblemente cerdos con
cualquiera de las composiciones inmunogénicas ORF2 de PCV2, como se
suministra aqui, y la vacuna Ingelvac PRRS MLV (Boehringer Ihgelheim). Asi, un
aspecto adicional de la presente invencion se relaciona con un kit como se
describio anteriormente, que comprende la composicion inmunogénica del ORF2
de PCV2 como se suministra aqui y el manual de instruccién, en donde el manual
de instruccion incluye adicionalmente la informacién para administrar la
composiciéon inmunogénica ORF2 de PCV2 junto con composiciones
inmunogénicas que comprenden el antigeno PRRS, preferiblemente el antigeno
PRRS adyuvante. Preferiblemente, el antigeno PRRS es IngelVac® PRRS MLV

(Boehringer Ingelheim).

Un aspecto adicional de la presente invencion también se relaciona con un
kit que comprende i) un contenedor que contiene al menos una dosis de una
composicion inmunogénica de ORF2 de PCV2 como se suministra aqui, y ii) un
contenedor que contiene una composicion inmunogénica que comprende el
antigeno PRRS, preferiblemente antigeno PRRS con adyuvante. Preferiblemente
el antigeno PRRS es IngelVac® PRRS MLV (Boehringer Ingelheim). Mas
preferiblemente, el kit comprende adicionalmente un manual de instrucciones, que
incluyen la informacion para administrar ambas composiciones farmacéuticas.
Preferiblemente, este contiene la informacion que la comp‘osicién que contiene
ORF2 de PCV2 se édministra temporalmente antes de la composicion que

contiene PRRS.
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Un aspecto adicional, se relaciona con el uso de cualquiera de las
composiciones suministradas a;qui como un medicamento, preferiblemente como a
medicamento veterinario, ain mas preferido como una vacuna. Mas audn, la
presente invencion también se relaciona con el uso de cualquiera de las
composiciones descritas aqui, para la preparacion de un medicamento para
reducir la severidad de sintomas clinicos asociados con Infeccion PCV2.
Preferiblemente, el medicamento es para la prevencion de una infeccion PCV2,

alin mas preferiblemente en cerditos.

Un aspecto adicional se relaciona con un método para (i) la prevencion de
una infeccién, o reinfeccion con PCV2 o (ii) la reduccion o eliminacion de sintomas
clinicos originados por el PCV2 en un suje{o, que comprende administrar
cualquiera de las composiciones inmunogénicas suministradas aqui a un sujeto en
necesidad de este. Preferiblemente, el sujeto es un cerdo. Preferiblemente, la
composicién inmunogénica se administra intramuscular. Preferiblemente, una
dosis o dos dosis de la composicién inmunogénica es/son administradas, en
donde una dosis preferiblemente comprende al menos aproximadamente 2 pg de
proteina ORF2 de PCV2, aln mas preferiblemente aproximadamente 2 a
aproximadamente 16 ug, y al menos aproximadamente 0.1 a aproximadamente 5
mg Carbopol, preferiblemente aproximadamente 1 mg Carbopol. Un aspecto
adicional se relaciona con el método para tratamiento como se describié
anteriormente, en donde una segunda aplicacion de la composicién inmunogeénica
se administra. Preferiblemente, la segunda administracion se hace con la misma
composicién inmunogénica, preferiblemente que tiene la misma cantidad de la
proteina ORF2 de PCV2. Preferiblemente la segunda administracion también se

da intramuscular. Preferiblemente, la segunda administracion se hace al menos 14
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dias mas alla de la administracidn inicial, aiin mas preferiblemente al menos 4

semanas mas alla de la administracion inicial.

De acuerdo con un aspecto adicional, el método de tratamiento también
comprende la administracion de un inmunoestimulador. Preferiblemente, dicho
inmunoestimulador es se administra al menos dos veces. Preferiblemente, al
menos 3, mas preferiblemente al menos 5 dias, adin mas preferiblemente al menos
7 dias estan entre la primera y la segunda administracion del inmunoestimulador.
Preferiblemente, el inmunoestimulador es se administra al menos 10 dias,
preferiblemente 15, ain mas preferiblemente 20, ain mas preferiblemente al
menos 22 dias después de la administracion inicial de la composicion
inmunogénica ORF2 de PCV2. Un inmunoestimulador preferido es por ejemplo la
hemocianina de lapa ojo de cerradura (KLH), todavia preferiblemente emulsificada
con el adyuvante incompleto de Freund (KLH/ICFA). Sin embargo, se entiende
aqui, que cualquier otro inmunoestimulador conocido por una persona experta en
la técnica también se puede utilizar. Esta dentro del conocimiento general de una
persona experta en la técnica administrar el inmunoestimulador en una dosis

adecuada.

De acuerdo con un aspecto édicional, el método de tratamiento descrito
anteriormente también comprende la administracion del antigeho PRRS.
Preferiblemente el antigeno PRRS es IngelVac® PRRS MLV (Boehringer
Ingelheim). Preferiblemente, dicho antigeno PRRS se administra temporaimente
después de la administracion de la composicion inmunogénica de la proteina

ORF2 de PCV2.
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BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Figura 1 es un diagrama de flujo esquematico de una construccién

preferida del baculovirus recombinante ORF2 de PCV2; y

La Fig. 2a y 2b son un diagrama de flujo esquematico de cémo producir una

composicién de acuerdo con la presente invencion.

. DESCRIPCION DETALLADA DE LAS MODALIDADES PREFERIDAS
10
Los siguientes ejemplos establecen los procedimientos y materiales
preferidos de acuerdo con la presente invencion. Se entiende, sin embargo, que
estos ejemplos solo se suministran por via de ilustracion, y no se deben considerar
aqui como una limitacién del alcance general de la invencion.

15

EJEMPLO 1

— Este ejemplo compara el rendimiento relativo del ORF2 utilizando los
métodos de la presente invencion con métodos que se conocen en la técnica

20 anterior. Cuatro frascos de agitacion de 1000 mL de cada uno se siembran con
aproximadamente 1.0x10° Sf+ células/ml en 300 mL de medio libre de suero de

insecto, Excell 420 (JRH Biosciences, Inc., Lenexa, KS). El cultivo celular maestro

se identifica como Linaje de Célula Maestra {Spodoptera frugiperda) SF+, pasaje

19, Lote#N112-095W. Las células utilizadas para generar el Linaje de Célula

25 Maestra SF+ se obtiene de Protein Sciences Corporation, Inc., Meriden, CT. La

| linea de células SF+ para este ejemplo se confina entre los pasajes 19 y 59. Otros

pasajes trabajaran para propdsitos de la presente invencion, pero en con el fin de
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aumentar proporcionalmente el proceso para produccion a gran escala, al menos
19 pasajes probablemente seran necesarios y pasajes mas alla de 59 pueden
tienen un efecto sobre la expresién, aunque esto no se investig6. En mas detalle,
los cultivos de células SF+ iniciales a partir de almacenaje en nitrégeno liquido se
hacen crecer en medio Excell 420 en suspension en frascos de agitacién estéeril
con agifacién consténte. Los cultivos se hacen crecer en 100 mL en frascos de
agitacion de 250 mL con 25 a 150 mL de medio libre de suero Excell 420. Cuando
las células se han multiplicado a una densidad celular de 1.0 - 8.0 x 106
células/mL, ellas se dividen en nuevos frascos con densidad de 0.5 - 1.5 x 106
células/mL.. Los cultivos de expansién posterior se hacen crecer en frascos de
agitacion de hasta 36 litros de tamafio o en bioreactores de acero inoxidable de

hasta 300 litros durante un periodo de 2-7 dias a 25 - 29° C.

Después de sembrar, los frascos se incuban a 27° C durante cuatro horas.
Posteriormente, cada frasco se siembra con un baculovirus recombinantes que
contiene el gen ORF2 de PCV2 (SEQ ID NO: 4). El baculovirus recombinante que
contienen el gen ORF2 de PCV2 se genera como sigue: el gen ORF2 de PCV2 de
la cepa Norte Americana del PCV2 se amplifica con PCR para que contenga una
secuencia de Kozak 5' (SEQ ID NO: 1) y un sitio EcoR1 3' (SEQ ID NO: 2),
clonado en el vector pGEM-T-Easy (Promega, Madisdn, WI). Luego, se corta
posteriormente y subclona en el vector de transferencia pVL1392 (BD Biosciences
Pharmingen, San Diego, CA). La porcién subclonada se representa aqui como
SEQ ID NO: 7. El plasmido pVL1392 que contiene el gen ORF2 de PCV2 se
designa N47-064Y y luego se co-transfecta con ADN del baculovirus BaculoGold®
(BD Biosciences Pharmingen) dentro de células de infecto Sf+ (Protein Sciences,
Meriden, CT) para generar el baculovirus recombinante que contiene el gen ORF2

de PCV2. La nueva construccién se suministra aqui como la SEQ ID NO: 8. El

q
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baculovirus recombinante que contiene el gen ORF2 de PCV2 se purifica con
placa y el Virus de Semilla Maestro (MSV) se propaga en la linea celular SF+, se
divide en alicuotas, y se almacena a -70° C. El MSV se identifica positivamente
como el ORF2 de PCV2 por PCR-RFLP utilizando cebadores especificos de
baculovirus. Las células de insectos infectadas con el baculovirus ORF2 de PCV2
para generar MSV o Virus de Semilla de Trabajo (expresan el antigeno ORF2 de
PCV2 como detectado por el suero policlonal o anticuerpos monoclonales en un
ensayo de anticuerpo de fluorescencia indirecta. Adicionalmente, la identidad del
baculovirus ORF2 de PCV2 se confirma mediante por secuenciamiento de amino
acido N-terminal. El baculovirus ORF2 de PCV2 MSV también se prueba para
pureza de acuerdo con el 9 C.F.R. 113.27 (c) 113.28, y 113.55. Cada baculovirus
recombinante se siembra en frascos de agitacién tienen multiplicidades variantes
de infeccién (MOI). El frasco 1 se siembra con 7.52mL de .088 MOI; el frasco 2 se
siembra con 3.01mL de 0.36 MOI: el frasco 3 se siembra con 1.5 mL de 0.18 MOI;
y el frasco 4 se siembra con 0.75mL de 0.09 MOIL. Un diagrama de flujo
esquematico que ilustra las etapas basicas utilizadas para construir un baculovirus

recombinante ORF2 de PCV2 se suministra aqui como en la Figura 1.

Después de ser sembrado con el baculovirus, los frascos se incuban luego
a 27 + 2° C durante 7 dias y también se agita a 100 rpm durante ese tiempo. Los
frascos utilizan tapas ventiladas para permitir el flujo de aire. Las muestras de
cada frasco se toman cada 24 horas durante los siguientes 7 dias. Despuées de
extraccion, cada muestra se centrifuga, y los granulos y el sobrenadante se
separan y luego se microfiltra a través de una membrana de 0.45-1.0 ym de

tamafio de poro.
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Las muestras resultantes tienen luego la cantidad de ORF2 presente dentro
de ellas cuantificada por via de un ensayo ELISA. El ensayo ELISA se conduce
con captura de anticuerpo de Porcino anti-PCV2 Pab IgG Prot. G purificad (diluida
1:250 en PBS) diluida a 1:6000 en 0.05M de amortiguador de Carbonato (pH 9.6).
Luego se coloca 100 pL del anticuerpo en los pozos de la placa de microtitulo, se
sella, e incuban durante la noche a 37° C. La placa se daba luego tres veces con
una solucién de lacado que comprende 0.5mL de Tween 20 (Sigma, St. Louis,
MO), 100mL de 10X D-PBS (Gibco Invitrogen, Carlsbad, CA) y 899.5mL de agua
destilada. Posteriormente, 250 uL de una solucién de bloqueo (5g de leche seca
baja en grasa Carnation (Nestle, Glendale, CA) en 10mL de D-PBS QS a 100mL
con agua destilada) se agrega a cada uno de los pozos. La siguiente etapa es
lavar la placa de prueba y luego agregar antigeno pre-diluido. El antigeno pre-
diluido se produce al agregar 200 pL de solucién diluyente (0.5mL Tween 20 en
999.5mL D-PBS) a cada uno de los pozos en una placa de dilucién. La muestra
luego se diluye en una proporcidén 1:240 y una proporcién 1:480, y 100 pyL de cada
una de estas muestras diluidas se agrega luego a uno de los pozos superiores en

la placa de dilucion (es decir un pozo superior recibe 100 pL de dilucién 1:240 vy el

otro recibe 100 L de dilucién 1:480). Las diluciones en serie se hacen luego para

el restante de la placa al remover 100 de cada pozo sucesivo y transferir al
siguiente pozo sobre la placa. Cada pozo se mezcla antes de hacer la siguiente
transferencia. El lavado de la placa de ensayo incluye lavar la placa tres veces con
el amortiguador de lavado. La placa luego se sella e incuba durante una hora a
37° C antes se ser lavado tres veces mas con el amortiguador de lavado. El
anticuerpo de deteccion utilizado es anticuerpo monoclonal para PCV ORF2. Este
se diluye a 1:300 en solucién diluyente, y 100 pL del anticuerpo de deteccion
diluido se agrega luego a los pozos, La placa luego se sella e incuba durante una

hora a 37° C antes de ser lavada con el amortiguador de lavado. Luego se prepara
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diluyente conjugado al agregar suero de conejo normal (Jackson immunoresearch,
West Grove, PA) a la solucién diluyente a concentracién del 1%. Se diluye
anticuerpo conjugado anti-ratdon de Cabra (H+1)-HRP (Jackson Immunoresearch)
en el diluyente conjugado a 1:10,000. 100 uL del anticuerpo conjugado diluido se
agrega luego a cada uno de los pozos. La placa luego se sella e incuba durante 45
minutos a 37° C antes de ser lavada tres veces con el amortiguador de lavado.
100 pL del sustrato (Sustrato de Peroxidasa TMB, Kirkgaard and Perry
Laboratories (KPL), Gaithersberg, MD), se mezcla con volumen igual de Sustrato
de Peroxidasa B (KPL) se agrega a cada uno de los pozos. La placa se incuba a
temperatura ambiente durante 15 minutos. 100 uL de solucion HCL 1N se agrega
luego a todos los pozos para detener la reaccion. La placa se corre luego a través

de un lector ELISA. Los resultados de este ensayo se suministran en la Tabla 1

adelante:
Tabla 1
Dia Frasco ORF2 en glébulo (ug) ORF2 en sobrenadante (ug)
3 1 47.53 12
3 2 57.46 22
3 3 53.44 14
3 4 58.64 12
4 1 43.01 44
4 2 65.61 62
4 3 70.56 ' 32
4 4 64.97 24
5 1 31.74 100
5 2 34.93 142
5 3 47.84 90
5 4 55.14 86
6 1 14.7 158
6 2 18.13 182

Yx
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6 3 34.78 140
6 4 36.88 146
7 1 6.54 176
7 2 12.09 190
7 3 15.84 158
7 4 16.19 152

Esos resultados indican que cuando el tiempo de incubaciones extiende, la
expresion del OPRF2 dentro del sobrenadante de las células centrifugadas vy el
medio es mayor que la expre.sién en el glébulo de las células centrifugadas y el
medio. De acuerdo con esto, permitir la expresion ORF2 para proceder durante al
menos 5 dias y recuperario en el sobrenadante a diferencia de permitir la
expresion para proceder durante menos de 5 dias y recuperar el ORF2 de las
células, suministra un mayor incremento en la produccién de ORF2, y una mejora

significativa sobre los métodos anteriores.

EJEMPLO 2

Este ejemplo suministra datos para la eficacia de la invencién reivindicada
aqui. Se siembra un frasco de agitacion de 1000 mL con aproximadamente
1.0x10° Sf+ células/ml en 300 mL de medio Excell 420. El frasco luego se incuba a
27° C y se agita a 100 rpm. Posteriormente, el frasco se siembra con 10 mL de
ORF2 de PCV2/Bac p+6 (el baculovirus recombinante que contiene el gen ORF2
de PCV2 que pasa 6 veces adicionales en las células de insecto Sf9) semilla de

virus con un MOI de 0.1 después de 24 horas de incubacién.

El frasco luego se incuba a 27° C durante un total de 6 dias. Después de

incubacion, el frasco se centrifuga luego y tres muestras del sobrenadante
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resultante se cosechan e inactivan. El sobrenadante se inactiva al llevar su
temperatura a 37 £ 2° C. Para la primer muestra, una soluciéon de Q.4M de
bromohidrato de 2-bromoetileneamina que se ha ciclizado a etilenimina binaria
0.2M (BEl) en 0.3N de NaOH se agrega al sobrenadante para dar una
concentracién final de BEI de 5mM. Para la segunda muestra, se agrega 10mM de
BEI al sobrenadante. Para la tercera muestra, no se agrega BEI sal sobrenadante.
Las muestras se agitan luego continuamente durante 48 hrs. Una solucion de
tiosulfato de sodio 1.0 M para dar una concentracion minima final de 5 mM se
agrega para neutralizar cualquier BEI residual. La cantidad de ORF2 en cada
muestra se cuantifica luego utilizando el mismo procedimiento de ensayo ELISA

como se describe en el Ejemplo 1. Los resultados de esto se pueden ver en la

Tabla 2 adelante:

Tabla 2
Muestra ORF2 en sobrenadante (ug)
1 78.71
2 68.75
3 83.33

Este ejemplo demuestra que la neutralizacién BEI no remueve o degrada
cantidades significativas del producto de proteina ORF2 de PCV2 recombinante.
Esto se evidencia por el hecho de que no hay pérdida mayor de ORF2 en el
sobrenadante del BE| o temperaturas elevadas. Aquellos expertos en la técnica

reconoceran que el ORF2 recuperado es un producto de proteina estable.
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EJEMPLO 3

Este ejemplo demuestra que la presente invencion es escalable a partir de
produccion a pequefia escala de ORF2 de PCV2 recombinante para produccion a
gran escala ORF2 de PCV2 recombinante. 5.0 x 10° células/ml| de SF+ células/ml
en 7000mL de medio ExCell 420 se colocan en un Bioreactor Applikon 20000 mL.
El medio y las células se incuban luego a 27° C y se agitan a 100RPM por las
siguientes 68 horas. En la hora 68, 41.3mL de baculovirus ORF2‘ de PCV2 MSV+3
se agrega a 7000mL de medio ExCell 420. La mezcla resultante se agrega luego
al bioreactor. Para los siguientes siete dias, la mezcla se incuba a 27° C y se agita
a 100RPM. La muestras del bioreactor se extraen cada 24 horas iniciando en el
Dia 4, post-infeccion, y cada muestra se centrifuga. El sobrenadante de las
muestras se preserva y luego la cantidad de ORF2 se cuantifica luego utilizando

densitometria SDS-PAGE. Los resultados de estos se pueden ver en la Tabla 3

adelante.
Tabla 3
Dia después de la infeccion: ORF2 en sobrenadante (ug/mL)
4 29.33
5 41.33
6 31.33
7 60.67
EJEMPLO 4

Este ejemplo prueba la eficacia de siete vacunas candidato PCV2 y define

adicionalmente los parametros de eficacia siguiendo la exposicion a una cepa

Qo
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virulenta del PCV2. Ciento ocho (108) cerditos desprovistos de calostro derivado
de cesarea (CDCD), de 9-14 dias de edad, se dividen aleatoriamente en 9 grupos

de igual tamafo. La tabla 4 establece el disefio de estudio general para este

ejemplo.
TABLA 4 Diseiio de Estudio General
Grupo | Numero | Tratamiento Dia de KLH/ICF | Inoculado | Necropsia
de tratamiento En el con en el Dia
cerdos Dia21y | PVC2en 49
Dia27 | elDia24
1 12 Vacuna PCV2 0 + + +
No. 1
(VORF2 16 mg)
2 12 PCV2 —vacuna 0 + + +
-No. 2
(VORF2 8 mg)
3 12 PCV2 No. 3 0 + + +
(VORF2 4 mg)
4 12 PCV2 vacuna 0 + + +
No. 4
(VORF2 16 mg)
5 12 PCV2 vacuna 0 + + +
No. &
(VORF2 8 mg)
6 12 PCV2 vacuna 0 + + +
No. 6
(vVORF2 4 mg)
7 12 PCV2 vacuna 0 + + +
No. 7
(célula
completamente
muerta por virus
8 12 Sin controles de N/A + + +
inoculacion
9 12 Son grupo de N/A + - +
control negativo
estricto

vORF2= ORF?2 virico aislado; rORF2 expresado por baculo virus recombinante;
célula completamente muerta por virus = PCV2 virus que crece en cultivo celular

adecuado.

Siete de los grupos (grupos 1-7) reciben de dosis de polipéptido ORF2 de
PCV2, uno de los grupos actiia como un control de inoculacion y no recibe ORF2

de PCV2, y el otro grupo actlia como el grupo de control negativo estricto y

g(
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tampoco recibe PCV2 u ORF2. En el dia cero los grupos 1 a 7 se tratan con
vacunas asignadas. Los cerditos en el Grupo 7 se les da un tratamiento de
refuerzo en el Dia 14. Los cerditos de observan para eventos adversos y
reacciones en el sitio de inyeccion luego de vacunacion en el Dia 19, los cerditos
se mueven al segundo sitio de estudio. En el segundo sitio de estudio, los grupos
1-8 se alojan en un edificio mientras el grupo 9 se aloja en un edifico separado.
Todos los cerdos reciben adyuvante de Freund incompleto (ICFA)/hemocianina de
lapa de ojo de cerradura (KLH) en el Dia 21y 27 y en el Dia 24, los grupos 1y 8

se inoculan con PCV2 virulento.

Se recolectan muestras sanguineas pre y post-inoculacién para serologia
PCV2. Post-inoculacién, los datos de peso corporal para determinacion del
promedio diario de peso ganado (ADEG), y los sintomas clinicos, asi como
también muestras de exudado nasal para determinar el desprendimiento nasal de
PCV2, se recolecta. En el Dia 49 todos lo cerdos sobrevivientes se les practica
necropsia, los pulmones se clasifican por lesion y el tejido se preserva en

formalina para ensayo de inmunohistoquimica (IHC) en una fecha posterior.

Métodos y Materiales

Este es un estudio de factibilidad de inoculacién - vacunacién parcialmente
cegada conducida en cerdos CDCD, de 9 a 14 dias de edad en el dia 0. Para ser
incluido en el estudio, los titulos PCV2 IFA de cerdas es <1:1000. Adicionalmente,
el estado serologico de las cerdas es de una manda PRRS- negativa conocida.
Veintiocho (28) cerdas se prueban para ensayo serolégico PCV2. Catorce (14)
cerdas tienen un titulo PCV2 de <1000 y se transfieren al primer sitio de estudio.

Ciento diez (110) cerditos se suministran por cirugia en seccion de cesarea.y

Bl
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estan disponibles para este estudio en el Dia 4. En el Dia 3, 108 cerdifos CDCD
en el primer sitio de estudios se pesan, se identifican con etiquetas de oreja, y se
bloguea el peso y se asigna aleatoriamente a los grupos 1 de 9, como se
establecié anteriormente en la Tabla 4. Si cualquier animal de ensayo que cumpla
en criterio de inclusion se enrola en el estudio y se excluye después por cualquier
razon, se consulta al investigador y monitor con el fin de determinar el uso de los
datos fecélectados del animal en el andlisis final. Los datos de que cerditos
enrolados se excluyen y la razén para la exclusion se documenta. Inicialmente, no
se excluyen cerdas. Un total de 108 de 110 cerdos disponibles de se asignan
aleatoriamente a 1 de 9 grupos en el Dia 3. Los 2 cerditos mas pequerios (Nimero
17 y 19) no se asigna a un grupo y son disponibles como extras, si es necesario.
Durante el curso del estudio, se remueven varios animales. El cerdo 82 (Grupo 9)
en el Dia 1, cerdo 56 (Grupo 6) en el Dia 3, cerdo 53 (Grupo 9) en el Dia 4, cerdo
28 (Grupo 8), cerdo 69 (Grupo 8) en el Dia 7, y cerdo 93 (Grupo 4) en el dia 9, se
encuentran muertos antes de inoculacion. Estos 6 cerdos no se incluyen en los
resultados del estudio final. El cerdo numero 17 (uno de los cerdos extras) se

asigna al grupo 9. El restante cerdo extra numero 19 se excluye del estudio.

Las formulaciones dadas para cada uno de los grupos es como sigue: el
Grupo 1 se disefia para administrar 1ml de ORF2 virico (vORF2) que contiene 16
ng ORF2/ml. Esto se hace al mezclar 10.24 ml de ORF2 virico (256 ug/25 pg/ ml
=10.24 ml VORF2) con 3.2 ml de 0.5% Carbopol y 2.56 ml de salina émortiguada
con fosfato en un pH de 7.4. Esto produce 16 ml! de la formulacién para el Grupo
1. El Grupo 2 se disefia “para administrar un ml de vORF2 que contiene 8 pg de
vORF2/ml. Esto se hace al mezclar 5.12 ml de vVORF2 (128 ng/25 ug/mi = 5.12 ml
vORF2) con 3.2 ml de 0.5 Carbopol y 7.68 ml de‘ salina amortiguada con fosfato en

un pH de 7.4. Esto produce 16 ml de formulacién para el Grupo 2. El Grupo 3 se
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disefia para administrar 1 ml de vVORF2 que contiene 4 ug vVORF2/ml. Esto se hace
la mezclar 2.56 ml de vVORF2 (64 pg/25 ug/ml = 2.56 ml vORF2 ) con 3.2 ml de
0.5% Carbopol y 10.24 ml de salina amortiguada con fosfato en un pH de 7.4. Esto
produce 16 ml de de formulacién para el Grupo 3. El Grupo 4 se disefia para
administrar 1 ml de ORF2 recombinante (rORF2) que contiene 16 ug de rROF2/
ml. Esto se hace al mezclar 2.23ml de rORF2 (512 grupo ug/230 pg/mi = 2.23 m|
rORF2) con 6.4 ml de 0.5% Carbopol y 23.37 ml de salina amortiguada con fosfato
en un pH de 7.4. Esto produce 32 ml de formulacién para cada grupo. El Grupo 5
se disefia para administrar 1ml de rORF2 que contiene 8 ng de rORF2/ml. Esto se
hace al mezclar 1.11ml de rORF2 ( 256 pg/ 230 pg/ml = 1.11ml de rORF2) con 6.4
ml de 0.5% Carbopol y 24, 49 ml de salina amortiguada con fosfato en un pH de
7.4. Esto produce 32 ml de formulacién para el Grupo 5. El Grupo 6 se disefia para
administrar 1mi-de rORF2 que contiene 8 ug de rORF2/ml. Esto se hace al
mezclar 0.56 ml de rORF2 (128 pg /230pg/ ml =0.56 ml rORF2) con 6.4 ml de 0.5
% Carbopol y 25.04 mi de salina amortiguada con fosfato en un pH de 7.4. Esto
produce 32 ml de formulacién para el Grupo 6. El Grupo 7 se disefia para
administrar 2 ml de vacuna de célula muerta PCV2 completa (PCV2 KV) qué
contiene el PCV2 KV MAX. Esto se hace al mezclar 56ml de PCV2KV éon 14 ml
de 0.5% Carbopol. Esto produce 70 ml de formulacién para el Grupo 7 finalmente
el Grupo 8 se disefia para administrar KLH en 0.5 ug /m! o 1.0ug/mi por dosis de 2
ml. Esto se hace al mezclar 40.71ml KLH (7.0 pug proteina/ ml a 0.5 pg /ml =570 mi
(7.0ug /ml) (x)= (0.5(570)), 244.29 ml de salina amortiguada con fosfato en un pH

de 7.4, y 285 ml de adyuvante de Freund. La Tabla 5 describe los cuadros de

tiempo para las actividades claves de este ejemplo.

&t
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Tabla 5 actividades de estudio

Dia de estudio

Actividad de estudio

-4.0 a 49 Observaciones generales para
sintomas clinicos y de salud general

-3 Pesado; aleatorizado para los grupos;

0 Muestras sanguineas recolectadas de
todos los cerdos

0-7 Examen de salud; IVP administrada
Ndmeros 1-7 a  grupos  1-7,
respectivamente

14 Cerdos observados para reacciones de
sitios de inyeccidn
Grupo 7 reforzado con vacuna PCV2
Nimero 7, muestras sanguineas de
todos los cerdos

14-21 Grupo 7 observado para reacciones ne
sitio de inyeccién

16-19 Todos los cerdos tratados con
antibidticos (datos perdidos)

19 Cerdos transportados del primer sitio de
ensayo al segundo sitio de ensayo

21 Grupo 1-9 tratados con KLH/IFCA

24 muestras de exudado nasal y sangre

recolectadas de todos los cerdos; todos
los cerdos pesados; grupos 1-8
inoculados con material de inoculacion
PCV2

27,27,29,31,33,35,37,39,41,43,45,47

Muestras de exudado nasal recolectado

de todos los cerdos

27 Grupos 1-9 tratados con KLH/ICFA

31 Muestras sanguineas recolectadas de
todos los cerdos

49 Muestras de exudado nasal y sangre de

recolectadse de todos los cerdos; todos

los cerdos pesados; se practica
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necropsia a todos los cerdos; lesiones
brutas notadas con énfasis en ulceras
gastricas e ictericia; se evalian los
pulmones para lesiones; se conservan
muestras de tejido fresco y se fijan en
formalina; fase en vivo del estudio del

estudio terminada

Luego de la terminacién de la fase en vivo del estudio, los tejidos fijos en
formalina se examinan mediante inmunohistoquimica (IHC) para deteccién del
antigeno PCV2 por un patdlogo, las muestras sanguineas se evalGan para
serologia PCV2, muestras de exudado nasal para desprendimiento PCV2, y

ganancia de peso promedio diario (ADWG) se determina del Dia 24 al Dia 49.

Los animales se alojan en el primer sitio de estudio en jaula individuales en
5 cuartos desde el nacimiento a aproximadamente 11 dias de edad
(aproximadamente dia 0 del estudio). Cada habitacién es idéntica en disefio y
consiste de jaulas de acero inoxidable individuales apiladas con suministro de aire
filtrado y calentado por separado por cada unidad de aislamiento. Cada habitacion
tiene ventilacién y calefaccion separada, evitando por lo tanto la contaminacion
cruzada de aire entre cuartos. Los animales se alojan en 2 construcciones
diferentes en el segundo sitios de estudio. El grupo 9 (Grupo de control negativo
Estrictd) se aloja de forma separada en un edificio de terminado convertido y los
grupos 1y 8 se alojan en un edificio convertido en criadero. Cada grupo se aloja
en un corral separado (11- 12 cerdos por corral) y cada corral provisto
aproximadamente de 3.0 pies cuadrados por cerdo. Cada corral esta en una
cubierta elevada con pisos de rejilla. Un hoyo por debajo de los corrales sirve

como un tanque de almacenamiento para excremento y desperdicios. Cada
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construccion tiene su propio sistema de ventilacion y calefaccién separado, con

probablemente poca contaminacion cruzada de aire entre construcciones.

En el primer sitio de estudio, los cerditos se alimentan con una racién de
leche especialmente formulada desde el nacimiento hasta aproximadamente 3
semanas de edad. Todos los cerditos, consumen sélidos, especialmente la racion
mezclada al Dia 19 (aproximadamente 4 semanas y media de edad). En el
segundo sitio de estudio todos los cerditos se alimentan de una raciéon de mezcla
comercial no medicada habitual, apropiada para su edad y peso, ad libitum. El

agua en ambos sitios de estudio también estuvo disponible ad libitum.

Todos los cerdos del ensayo se tratan con vitamina E en el Dia 2 con
inyecciones de hierro en el Dia 1 y con NAXCEL® (1.0 ml. IM, en miembros
alternos)en los dias 16, 17,18 y 19. en adiccién , el cerdo numero 52 (Grupo 9) se
trata con una inyeccién de hierro en el Dia 3, el cerdo 45 (del Grupo 6) se trata con
una inyeccién de hierro en el Dia 11, el cerdo numero 69 (gripo 8) se trata con
NAXCEL® en el dia 6, el cerdo numero 74 (Grupo 3) se trata con dexametasona y
penicilina en el Dia 14, y el cerdo 51 (Grupo 1) se trata con dexametasona y

penicilina en el Dia 13 y con NAXCEL® en el Dia 14 por varias razones de salud.

Mientras en ambos sitios de estudio, los cerdos estan bajo cuidado
veterinario. Los examenes de saluda animal se conducen en el dia 0 y se registran
en el Formulario de Registro de Examen de Salud. Todos los animales estan en
buen estado nutricional y de salud antes de la vacunacién, segun se determina por
la observacién en el dia 0. Todos los animales de ensayo se observan por estar en
buena salud y nutricional antes de inoculacién. Las carcasas y tejidos se desechan

por representacion.
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La disposicién final de los animales de estudio se registra en el Registro de

Desechos Animales.

En el dia 0 los cerdos asignados los grupos 1,-8, reciben 1.0 ml de vacunas
PCV2 1-6, respectivamente, y M en la region de la nuca izquierda utilizando una
jeringa Luer-lock de 3.0 ml estéril y una aguja de 20g x % “.los cerdos asignados al
Grupo 7 reciben 2.0 mi de vacuna PCV2 numero 7 IM, en la region de la nuca
izquierda utilizando una jeringa Luer-lock de 3.0 m y una aguja estéril de 20g X 14"
En el Dia 14, los cerdos asignados al grupo asignado 7 reciben 2.0 mi de vacuna
PCV2 nimero 7 IM en la regién derecha de la nuca utilizando una jeringa Luer-

lock de 3.0 ml estéril y una aguja 20g x 1/2” estéril.

En el Dia 21 todos los cerdos de ensayo reciben 2.0 ml de KLH/ICFA IM, en
la regién de la extremidad derecha utilizando una jeringa Luer-lock de 3.0 ml
esteril y una aguja de 20g x 1" estéril. En el Dia 27 todos los cerdos de ensayo
reciben 2.0 ml de KLH/ ICFA en Ia regiéon del miembro izquierdo utilizando una

jeringa Luer-lock de 3.0 ml estero y una aguja de 20g x1” estéril.

En el Dia 24, los cerdos asignados a los grupos 1 y 8 reciben 1.0 ml de
material de inoculacién PCV2 ISUDVDL (5.11 logie TCIDso / mL) IM en la regién
izquierda de la nuca utilizando una jeringa Luer-lock de 3.0 mL estéril y una aguja
20 g x 1" estéril. 1.0 mL adicional del mismo material se administra IN a cada
cerdo (0.5 Ml por fosa nasal) utilizando una jeringa Luer-lok de 3.0 mL estéril y

canula nasal.
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Los cerdos de ensayo se observan diariamente durante los eventos
adversos y de salud general en el Dia 4 y del dié 0 al Dia 19. se registra
observaciones en el Registro de Observaciones Clinico. Todos los cerdos de
ensayo se observan del dia 0 al Dia 7, y del Grupo 7 se observa adicilonalmente
del Dia 14 al Dia 21, para reacciones de sitio de inyeccién. La ganancia promedio
de peso diario se determina al pesar cada cerdo en una escala calibrada en dias -
324 y 49, o en el dia en que se encuentra un cerdo muerto después de
inoculacién. El peso corporal registra en el Formulario de Peso Corporal. Se
utilizan los pesos corporales del Dia 3 para bloquear cerdos antes de
aleatorizacion. El Dia 24 y Dia 49 los datos de peso se utilizan para determinar la
ganancia de peso promedio diario (ADWG) para cada cerdo durante estos puntos
de tiempo. Para los cerdos que mueren después de inoculacién y antes del Dia

49, se ajusta el ADWG para representar el ADWG del Dia 24 al dia de la muerte.

Con el fin de determinar la serologia PCV2, se recolecta sangre completa
venosa de cada cerdito del seno de la vena orbital, en el Dia 3 y 14. para cada
cerdito se recolecta sangre del seno de la vena orbital al insertar un tubo capilar
estéril dentro en el lagrimal medio de uno de los ojos y drenar aproximadamente
3.0mL de sangre completa dentro de un tubo Separador de Suero de 4.0 mL
(SST). En los dias 24, 31, 49, la sangre completa venosa de cada cerdo se
récolectada de la vena cava anterior ut.ilizando una aguja Vacutainer de 18g x 72"
(Becton Dickinson and company, Franklon Lakes, New Jersey), un soporte para
aguja Vacutainer y un SST de 13 mL. Las recolecciones de sangre en cada punto |
de tiempo se registran en el Registro de Recoleccién de Muestras. La sangre en
cada SST se le permite coagular, cada SST se hace girar hacia abajo y se

cosecha el suero. El suero cosechado se transfiere a un tubo estéril y se almacena
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a -70 = 10° C hasta que se prueba en una fecha posterior. Las muestras de suero

se prueban para la presencia de anticuerpos PCV2 por personal BIVI-R&D.

Se observan los cerdos una ves al dia del Dia 20 al 49 para sintomas
clinicos y se registran las observaciones clinicas en el Registro de Observaciones
Clinicas para ensayar el desprendimiento nasal PCV2, los dias , 24, 25, y luego
cada numero impar d‘e dia de estudio hasta e incluyendo el Dia 49, se inserta un
hisopo de dacron estéril intranasalmente dentro de la fosa nasal izquierda o
derecha de cada cerdo ( un hisopo o por cerdo) tan asépticamente como sea
posible, movido durante unos pocos segundos y luego removido. Cada hisopo se
coloca dentro de un tubo con tapa estéril que contiene 1.0 mL de medio EMEM
con 2% IFBS, 500 unidades/ mL de penicilina, 500 ng /mL de estreptomicina y 2.5
ug/mL de fungizona. El hisopo se rompe en el tubo y el tubo se sella y se marca
apropiadamente con el nimero del animal, eﬁ nimero de estudio, fecha de
recoleccion, dia de estudio e “hisopo nasal”. Los tubos sellados se almacenan a -
40+ 10°C hasta que se transporta durante la noche en hielo a BIVI-st Joseph. Las

recolecciones de hisopo nasal se registran en el Formulario de Recoleccion de

Muestra de Hisopo Nasal. BIVI-R&D conduce ensayo de aislamiento de virus (VI) -

cuantitativo para PCV2, en muestras de hisopo nasal. Los resultados se expresan
en valores logq . Un valor de 1.3 log 0 menos se considera negativo y cualquier

valor mayor de 1.3 log se considera positivo.

Los cerdos que mueren (Numeros 28, 52, 56, 69, 82, y 93) en el primer sitio
de estudio se les practica necropsial al nivel necesario para determinar un
diagnéstico. Las lesiones brutas se registran y no se retiene tejido de esos cerdos.
En el segundo sitio de estudio, los cerdos que mueren antes del Dia 49 (45, 23,

58, 35), los cerdos que se encuentran muertos en el Dia 49 antes de eutanasia (2,

To
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43) y los cerdos que se les practica eutanasia en el Dia 49 se les practica
necropsia. Cualquier lesiéon bruta se anota y los porcentajes de Iébulos

pulmonares con lesiones se registran en el Formulario de Reporte de Necropsia.

Para cada uno de los 103 cerdos que se les practica necropsia en el
segundo sitio de estudio, una muestra de tejido de amigdala, pulmén, corazon,
higado nodo linfatico mesentérico, rifidén y nodo linfatico inguinal se coloca en un
contenedor sencillo con 10% de formalina amortiguada; mientras otra mezcla de
tejido de los mismo 6rganos mencionados anterior mente se coloca en un whirl-
pak (M-Tech Diagnostics Ltd., thelwall, UK) y cada Whirl-pak se coloca en hielo.
Cada recipiente se etiqueta apropiadamente. Se registra las recolecciones de
muestra en el Formulario de Reporte de Necropsia. Después de eso, las muestras
de tejido fijas en formalina y el formulario de solicitud de diagnostico se presentan
para prueba IHC. La prueba IHC se conduce de acuerdo con los procedimientos
de laboratorio 'ISU estandar para recepcidén de muestra, la muestra y la
preparacion de porta objetos, y técnicas de tefiido. Los tejidos frescos en Whirl-
paks se empacan con paquetes de hielo para el Estudio de Monitoreo Para
almacenamiento (-70° + 10° 10) posible uso futuro. Los tejidos fijos en formalina se
examinan por un patélogo para detecciébn de PCV2 por IHC y se clasifican
utilizando el siguiente sistema de clasificacion: 0=1; 1= tedido positivo Scant,
pocos sitios; 2= tefiido positivo moderado, multiple sitios; y 3= tefido positivo
abundante, difuso a través del tejido. Debido al hecho de que el patélogo no puede
diferenciare positivamente el LN inguinal del LN mesentérico, los resultados de
estos tejidos se etiquetan simplemente como nodo linfatico y la clasificacién dio la

clasificacién mas alta para cada uno de los 2 tejidos por animal.

a@(
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Resultados

Los resultados para este ejemplo se dan adelante. Es de notar que un
cerdo del grupo 9 muere antes del dia 0 y 5 cinco cerdos mas mueren post-
5 vacunacién (un cerdo del Grupo 4; un cerdo del Grupo 6; dos cerdos del Grupo 8;
y un cerdo del grupo 9). El examen post-mortem, indica que todos los 6 murieron
debido a infecciones subyacentes que no se asociaron con la vacunacién o
PMWS. Adicionalmente, no se notaron eventos adversos o reacciones al sitio de
. inyeccion con ningun grupo.

10
Los resultados de ganancia de peso promedio diario (ADWG) se presentan
adelante y en la tabla 6. el Grupo 6, el grupo de control negativo estricto, tiene el
ADWG mayor (1.06+ 0.17 Ibs/dia) , seguido por el Grupo 5 (0.94+ 0.22 lbs/dia),
que recibe una dosis de 8 mg de rORF2. El Grupo 3, que recibe una dosis de 4 mg
15 vORF2, tiene el ADWG mas bajo (0.49+ 0.21 Ibs/dia), seguido por el Grupo 7 (

0.50+ 0.15 Ibs/dia), que recibe 2 dosis de vacuna muerta.

Tabla 6. Resumen de ganancia de peso diaria promedio de grupo (ADWG)

Grupo Tratamiento N ADWG - lbs/dia (del dia 24 al
dia 49) o ajustado para cerdos

muertos antes del dia 29

1 vORF-16mg (1 dosis) 12 | 0.87+0.29 lbs/dia
2 vORF-8 mg (1 dosis) 12 | 0.7040.32 lbs/dia
3 VORF-4mg (1 dosis) 12 | 0.4940.21 Ibs/dia
4 rORF- 16mg (1 dosis) 11 0.84+0.30 Ibs/dia
5 rORF- 8 mg (1 dosis) 12 | 0.94+0.22 lbs/ dia
6 rORF- 4 mg(1 dosis) 11 0.72+0.25 lbs/dia
7

KV (2 dosis) 12 | 0.50+0.15 Ibs/dia
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8 Controles de inoculacion 10 | 0.76+0.19 Ibs/dia

9 Controles Negativos | 11 1.06£0.17 Ibs/dia

Estrictos

VORF-2= ORF-2 virico aislado; rORF2=expresado por baculovirus recombinante;

virus de célula completa muerto= virus PCV2 que crece en cultivo celular

adecuado.

Los resultados de la serologia PCV2 se presentan adelante en la tabla 7.
Todos los 9 grupos son cero negativos para PCV2 en el Dia 3, en el Dia 14, los
grupos reciben vacunas VORF-2 que tienen los mayores titulos que varian de
187.5 a 529.2. Los cerdos que reciben vacuna viral muerta tienen los siguientes
fitulos mas altos, seguidos por los grupos que reciben vacunas rORF-2. Los
grupos 8 y 9 permanecen cero negativos en este tiempo. En el Dia 24 y el Dia 31
los cerdos reciben vacunas VORF-2 que continian demostrando una fuerte
respuesta serolégica, seguido cercanamente por el grupo que recibe 2 dosis de
una vacuna viral muerta. Los cerdos que reciben vacuas rORF-2 son mas lentos
para responder serolégicamente y los grupos 8 y 9 contintan permaneciendo cero
negativos. En el Dia 49 los cerdos que reciben vacuna vORF-2, 2 dosis de vacuna
virica muerta y la dosis mas baja de rORF-2 demuestran las respuestas
serolégicas mas fuertes. Los cerdos que reciben 16 mg y 18 mg de vacunas
rORF-2 tiene titulos IFA ligeramente mayor que los controles de inoculacién. El

grupo 9 en el Dia 49 demuestra una respuesta serolédgica fuerte.

Tabla 7. Resumen de titulos PCV2 IFA de grupo

PROMEDIO DE TiTULO IFA

Grupo Tratamiento Dia-3 | Dia14 | Dia24 | Dia31 | Dia49
1 vORF- 16mg (1 dosis) 50.0 | 529.2 | 4400.0 | 7866.7 | 11054.5
2 vVORF- 8mg(1 dosis) 50.0 | 500.0 | 3466.7 | 6800.0 | 10181.8
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VORF-4mg(1 dosis) 50.0 | 187.5 | 1133.3 | 5733.3 | 9333.3

4 rORF-16mg(1 dosis) | 50.0 | 955 | 1550.0 | 3090.9 | 8000.0

(8]

rORF-8mg(1 50.0 75.0 887.5 | 2266.7 | 7416.7
dosis)8mg(1 dosis)

rORF-4mg (1 dosis) | 50.0 | 50.0 | 5500 | 3118.2 | 10570.0

KV (2 dosis) 50.0 | 204.2 | 3087.5 | 4620.8 | 8680.0

Controles de inoculacién | 50.0 55.0 50.0 50.0 5433.3

O] | Nj &

Controles negativos 20.0 59.1 59.1 54.5 6136.4
estrictos

VORF-2= ORF2 virico aislado; rORF2 = ORF2 expresado por baculovirus
recombinante; virus de célula completa muerta = virus PCV"2 que crece en cultivo
celular adecuado.

* para propositos de calculo, un titulo IFA simbolo <100 se designa como un titulo
de “50"; un titulo IFA >de 6400 se designa como un titulo de “12800".

* * Dia de inoculacion

*** Dia de Necropsia.

Los resultados de Ias' observaciones clinicas post-inoculacién, representan
adelante en la tabla 8. Este resumen de resultados incluye observaciones para
Comportamiento Anormal, Respiracion anormal, Tos y Diarrea. La tabla 9 incluye
los resultados del resumen de incidencia general de grupo de Sintomas Clinicos y
la tabla 10 incluye los resultados del resumen de tasa de mortalidad de grupo
post-inoculacién. El sintoma clinico mas comun anotado en este estudio es el
comportamiento anormal, que se clasifica como letargia suave a severa. Los
cerdos que reciben las 2 dosis mas bajas de VORF2, cerdos que reciben 16 mg de
rORF2. y cerdos que reciben 2 dosis vacuna KV tiene tasas de incidencia de
>27.3%. Los cerdos que reciben 8 mg de rORF2 y el grupo de control negativo
estricto no tienen comportamiento anormal. Ninguno de los cerdos en este estudio

demostré ninguna respiracion anormal. La tos se not6é en todos los grupos (0 a
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25%), la diarrea (0-20%). Ninguno de los sintomas clinicos anotados fueron

patogendmicos para PMWS.

La incidencia para los sintomas clinicos varian en 3 grupos. Los grupos que
reciben cualquiera de las vacunas vORF2, el grupo que recibe 16 ug de rORF2, el
grupo que recibe 2 dosis de vacuna KV y el grupo de control de inoculacién tienen
la incidencia méas alta de sintomas clinicos generales, (=36.4%). El grupo de
control negativo estricto, el grupo que recibe 8 pug de rORF2 y el grupo que recibe
4 ug de rORF2 tienen tasas de incidencia general de sintomas clinicos de 0%,

8.3% y 9.1%, respectivamente.

Las tasas de mortalidad general entre grupos también varian. El grupo que
recibe 2 dosis de vacuna KV tiene la tasa de mortalidad mas alta (16.7%);
mientras que los grupos que reciben 4 ug de VORF2, 16 ug rORF2, u 8 ug de

rORF2 y el grupo de control negativo estricto todos tienen 0% de tasa de

mortalidad.

Tabla 8. Resumen de observaciones de grupo para comportamiento anormal,

respiracion anormal, tos y diarrea

- Tratamiento N Comportamiento | Comportamiento Tos® Diarrea”
| Grupo anormal ' anormal?
1 vORF2- 16ug 12 2/12 012 3/12 2/12
(1 dosis) (16.7%) (0$) (25%) | (167%)
2 vORF2- 8 ug 12 4/12 0/12 1712 1/12
(1 dosis) (33.3%) (0%) (8.3%) (83.%
3 | vVORF2-4ug (1| 12 4/12 0/12 2/12 112
dosis) (33.3%) (0%) (16.7%)( | (8.3%)
4 | rORF2-16pg | 11 3111 0/11 0/11 2111
(1 dosis) (27.3%) (0%) (0%) | (18.2%)
5 | rORF2-8ug (1| 12 0/12 0/12 112 0/12
dosis) (0%) (0%) (8.3%) | (0%)

45
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6 rORF- 4ug (1 11 1/11 0/11 0/11 0/12
dosis) (9.1%) (0%) (0%) (0%)
7 KV (2 dosis) 12 712 0/12 0/12 1/12
(58.3) (0%) (0%) (8.3%)
8 Controles de 10 1/10 0/10 2/10 2/10
inoculacién (10%) (0%) (20%) (20%)
9 Controles 11 0/11 0/11 0/11 0/11
estrictos (0%) (0%) (0%) (0%)
negativos

VORF2 = ORF2 virico aislado; rORF2 = ORF2 expresado por baculoviros

recombinante; virus de célula completa muerto = virus PCV2 que crece en cultivo

celular adecuado

' Ndmero total de cerdos en cada grupo que demuestra cualquier comportamiento

anormal durante al menos 1 dia

2 Numero total de cerdos en cada grupo que demuestra cualquier respiracién

anormal durante al menos un dia

* Nimero total de cerdos en cada grupo que demuestra una tos durante al menos

un dia

* Numero total de cerdos en cada grupo que demuestra diarrea durante al menos 1

dia

Tabla 9. Resumen de incidencia general de grupo de sintomas clinicos

Grupo Tratamiento N Incidencia de Tasa de
cerdos con incidencia
sintomas clinicos
1 vORF2-16ug (1 12 5 41.7%
dosis)
2 vORF2-8 ug (1 12 5 41.7%
dosis)
3 vORF2-4ug (1 12 8 66.7%
' dosis)
4 rORF2 16ug (1 11 4 36.4%

6
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dosis)
5 rORF2 8ug (1 12 1 8.3%
dosis)
6 rORF2 4ug (1 11 1 9.1%
dosis) '
7 KV (2 dosis) 12 7 58.3%
8 Controles de 10 4 40%
inoculacion
9 Controles 11 0 0%
estrictos
negativos

VORF2-= ORF2 virico aislado; rORF2 = ORF2 expresado por baculovirus
recombinante; virus de célula completa muerto = virus PCV2 que crece en cuitivo

celular adecuado.

5 " Numero total de cerdos en cada grupo que demuestra cualquier sintoma clinico

durante al menos un dia

Tabla 10 resumen de tasa de Mortalidad de Grupo Post-Inoculacién

Grupo Tratamiento N Muerte post- Tasa de
inoculacién mortalidad
1 vORF2—16 ug (1 12 1 8.3%
dosis)
2 vORF2—38ug (1 12 1 8.3%
dosis)
3 vORF2- 4ug (1 12 0 0%
dosis)
4 rORF2 16 pg (1 11 0 0%
dosis)
5 rORF2 8ug (1 12 0 0%
dosis)
6 rORF2-4ug (1 11 1 9.1%
dosis)
7 KV (2 dosis) 12 2 16.7%
8 controles de 10 1 10%
inecuacion
9 controles estrictos 11 0 0%
negativos

10 vORF2- = ORF2 virico aislado; rORF2 = ORF2 expresado por baculovirus
recombinante; virus de célula completa muerta = virus PCV2 que crece en cultivo

celular adecuado.
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Los resuitados de desprendimiento nasal se presentan adelante en la tabla
11. Luego de inoculacién en el Dia 24, un cerdo en el Grupo 7 empieza a
desprender PCV2 en el Dia 27. Ninguno de los otros grupos experimenta
desprendimiento hasta el Dia 33. La masa de desprendimiento nasal se nota del
Dia 35 al 45. los grupo que reciben cualquiera de las 3 vacunas vVORF2- y los
grupos que reciben 4 u 8 pg de rORF2 tienen la incidencia mas baja de
desprendimiento nasal de PCV2 (< 9.1%). El grupo de control de inoculacién
(Grupo 8) tiene la tasa de desprendimiento mas alta (80%), seguido por el grupo

de control negativo o estricto (Grupo 9), que tiene una tasa de incidencia de

63.6%.

Tabla 11 resumen de incidencia de grupo de desprendimiento nasal de PCV2

Grupo Tratamiento N Numero de cerdos que | Tasade
desprenden por lo incidencia
menos durante un dia
1 vORF2—16 12 1 8.3%
ug (1 dosis)
2 vORF2—8ug 12 1 8.3%
(1 dosis
3 vORF2- 4ug 12 1 8.3%
(1 dosis)
4 rORF2 16 ug 11 2 18.2%
(1 dosis)
5 rORF2 8ug (1 12 1 8.3%
dosis)
6 rORF2 4ug (1 11 1 9.1%
dosis)
7 KV (2 dosis) 12 5 41.7%
8 controles de 10 8 80%
inecuacion
9 Controles 11 7 63.6%
Negativos

VORF2 = ORF2 virico aislado; rORF2 = ORF2 expresado por baculovirus
recombinante; virus de célula completa muerta = virus PCV2 que crece en cultivo

celular adecuado.
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E!l Resumen de Incidencia de Ictericia de Grupo, Incidencia de Ulceras
Gastricas de Grupo, Clasificacion de Lesiones de Pulmén Medio de Grupo, y
Incidencia de Lesiones de Pulmén de Grupo se muestran adelante en la Tabla 12.
Seis cerdos mueren en el primer sitio de ensayo durante la fase de post-
vacunacién del estudio (Grupo 4, N=1; Grupo 6, N=1; Grupo 8, N=2; Grupo 9,
N=2). Cuatro de los seis cerdos tienen lesiones fibrinales en una o mas cavidades
corporales, un cerdo (Grupo 6) tiene lesiones consistentes con enfermedad de
clostridios, y un cerdo (Grupo 9) no tiene lesiones brutas. Ninguno de los cerdos
que murieron durante la fase post-vacunacion del estudio tuvo [esiones

consistentes con PMWS

Los cerdos que mueren post-inoculacién y los cerdos que e les practica
eutanasia en el Dia 49 se necropsian. En la necroscopia las Ulceras gastricas e
ictericia no estan presentes en ningun grupo. Con respecto al % medio de lesiones
pulmonares, el Grupo 9 tiene el % medio mas bajo de lesiones pulmonares (0%),
seguido por el Grupo 1 con 0.40 + 0.50% y el Grupo 5 con 0.68 £ 1.15%. Los
Grupos 2, 3, 7 y 8 tienen el % medio mas alto de lesiones de pulmonares
(27.27%). Cada uno de estos cuatro grupos contiene un cerdo con % de lesiones
pulmonares >71.5%, que sesga los resultados mayores de estos cuatro grupos.
Con la excepcion del Grupo 9 con 0% de lesiones puimonares anotadas, los
restantes 8 grupos tienen <36% de lesiones pulmonares. Casi todas las lesiones

pulmonares anotadas se describen como rojas/purpuras y consolidadas.

Tabla 12. Resumen de Incidencia de Ictericia de Grupo, Incidencia de Ulceras
Gastricas de Grupo, % medio de Clasificacion de Lesiéon Pulmonar de Grupo,

e Incidencia de Lesiones Pulmonares de Grupo Anotadas

aq
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. Incidencia de
. % Medio de !
Grupo Tratamiento Ictericia GLQ:E{::S Lesiones PLlesmnes
Puimonares umonares
Anotadas
1 VORF2 - 16ug (1 dosis)| 0/12 (0%) [0/12 (0%)| 0.40 + 0.50% | 10/12 (83%)
2 VORF2 - 8ug (1 dosis) | 0/12 (0%) {0/12 (0%)| 7.41+20.2% | 10/12 (83%)
3 VORF2 - 4ug (1 dosis) | 0/12 (0%) {0/12 (0%)| 9.20+20.9% | 10/12 (83%)
4 rORF2 - 16ug (1 dosis)| 0/11 (0%) [0/11 (0%)] 1.5+4.74% 4/11 (36%)
5 rORF2 - 8ug (1 dosis) | 0/12 (0%) [0/12 (0%)| 0.68 £ 1.15% | 9/12 (75%)
6 | rORF2 -4 ug (1dosis) | 0/11(0%) [0/11 (0%)| 2.95+5.12% | 7/11 (64%)
7 KV (2 dosis) 0/12 (0%) (0112 (0%)| 7.27 £22.9% | 9/12 (75%)
Controles de '
8 Inoculacion 0/10 (0%) |0/10 (0%)| 9.88+ 29.2% 8/10 (80%)
Controles Negativo
9 Estrictog VOS | 0111 (0%) |0/11 (0%)  0/11 (0%) 0/11 (0%)

vORF2 = ORF2 virico aislado; rORF2 = ORF2 expresado por baculovirus

recombinante; KV o virus de célula completa muerta = virus PCV2 que crece en

cultivo celular adecuado.

El Resumen de los Resultados de Incidencia Positivos de Grupo IHC se muestra
en la Tabla 13. El Grupo 1 (VORF2 - 16 ug) y el Grupo 5 (rORF2 - 8 ug) tiene la
tasa mas baja de resultados IHC positivos (16.7%). ElI Grupo 8 (Controles de

Inoculaciéon) y el Grupo 9 (Controles Negativos Estrictos) tiene la tasa mas alta de

resultados positivos IHC, 90% y 90.9%, respectivamente.

Tabla 13. Resumen de tasa de Incidencia Positiva IHC de Grupo

No. de cerdos que
Grupo Tratamiento N tiepen al menos un Tasa dPT
tejido positivo para | Incidencia
PCV2
1 VvORF2 - 16ug (1 dosis) 12 2 16.7%
2 vORF2 - 8ug (1 dosis) 12 3 25.0%
3 vORF2 - 4ug (1 dosis) 12 8 66.7%
4 rORF2 - 16ug (1 dosis) 11. 4 36.3%
5 rORF2 - 8ug (1 dosis) 12 2 16.7%
6 rORF2 - 4ug (1 dosis) 11 4 36.4%
7 KV (2 dosis) 12 5 41. 7%
8 Controles de Inoculacién 10 9 90.0%
9 Controles_Negativos 11 10 90.9%
Estrictos

oo
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VORF2 = ORF2 virico aislado; rORF2 = ORF2 expresado por baculovirus

recombinante; virus de célula completa muerta = virus PCV2 que crece en cultivo

celular adecuado.

Post-inoculacién, el Grupo 5, que recibe una dosis de 8 ug de antigeno
rORF2, desarrolla los otros 6 grupos de vacuna. El Grupo 5 tiene el ADWG mas
alto (0.94 £ 0.22 Ibs/dia), la incidencia mas baja de comportamiento anormal (0%),
la segunda incidencia mas baja de tos (8.3%), la incidencia mas baja de sintomas
clinicos generales (8.3%), la tasa de mortalidad mas baja (0%), la tasa de
desprendimiento nasal de PCV2 (8.3%), la segunda tasa mas baja para % medio
de lesiones pulmonares (0.68 = 1.15%) y la tasa de incidencia mas baja para
tejidos positivos (16.7%). Los Grupos que reciben varios niveles de antigeno
rORF2 sobre los grupos que reciben varios niveles de vVORF2 y el grupo que
recibe dos dosis de vacunas PCV2 de célula completa muerta desarrollan tienen el

peor desemperio. Las Tablas 14 y 15 contienen resimenes de los datos de post-

inoculacion de grupo.

Tabla 14. Resumen Datos de Post-Inoculacion por Grupo - Parte 1

Incidencia

Grupo N Tratamiento (ﬁ)IZS)Yc\i/iS) Com:r?ortriqrr;ilento Tos %?:g::adse
Clinicos

1 12 VORFgo'S:S M) e | 212087%) | ore | 417%
s [T SE noem | 2]
5 12 VORI:(jzoéi:)UQ (1 0(.)“1211 8/12 (66.7%) (124.172% 66.7%
- y rORFgogi:)ng I IR VAR CRL PO/J/:) 9.1%
12 KV (2 dosis) | 0.50% | 7/12(58.3) 0/12 58.3%

jol
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0.15 (0%)
Controles de 0.76x 2/10
® 1 "% | ‘noculacien | o019 | M10(10%) | Sge 40%
Controles
: 1.06 011
9 11 Negativos 0/11 (0%) 0%
Estrictos 0.17 (0%) j
VORF2 = ORF2 virico aislado; rORF2 = ORF2 expresado por baculovirus

recombinante; virus de célula completa muerta = virus PCV?2 gue crece en cultivo

celular adecuado.

5 Tabla 15. Resumen Datos Post-Inoculacién por Grupo - Parte 2
Tasa de
. % Medio de |Incidencia de al
Grupo| N Tratamiento M'I;)a:aa"g: d Desprﬁggg}qlento Lesiones |menos un tejido
Pulmonares | IHC positivo
para PCV2
1112 VOl(?1Fd20-s:s6) M9 | g 30 8.3% 0.40+0.50% |  16.7%
2 |12 "OR'ZZO ;ig)“g (1 839 8.3% 7.41£202% |  25.0%
3 |12 "ORFdZO ;ig)“g S 8.3% 9.20£20.9% |  66.7%
4 |11 rORFjo‘;iS)”g A 0w 182%  |1.50£4.74% |  36.3%
5 | 12 rOR?O;g)“g M ow 8.3% 0.68+1.15% |  16.7%
6 |11 rORZZO;i‘;)“g M 919 9.1% 205+512% |  36.4%
12 KV (2 dosis) 16.7% 41. 7% 17.27 £22.9% 41. 7%
g |10 Clr‘]’gé’u‘}f;oie 10% 80% 9.88+202% |  90.0%
Controles
9 11 Negativos 0% 63.6% 0/11 (0%) 90.9%
Estrictos
VORF2 = ORF2 virico aislado; rORF2 = ORF2 expresado por baculovirus
recombinante; KV o virus de célula completa muerta = virus PCV2 que crece en
cultivo celular adecuado.
10

Los resultados de este estudio indican que todos los esfuerzos de vacuna

adicionales se deben enfocar en una vacuna

rORF2. En general,

el

desprendimiento nasal de PCV2 se detecta post-inoculacion y la vacunacion con

una vacuna PCV2

resulta en una

reduccién de desprendimiento.

La
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inmunohistoquimica de tejido linfoide seleccionado también sirve como un buen
parametro para la eficacia de vacuna, mientras que no se detectan grandes
diferencias en ADWG, sintomas clinicos, y lesiones brutas. Entre los grupos este
estudio se complica por el hecho de que el PCV2 extraiio se introduce en algun
punto durante el estudio, como evidencia del desprendimiento nasal de PCV2,

seroconversion PCV2 y tejido IHC positivo en el Grupo 9, el grupo de control

negativo estricto.
Discusién

Se evaltan siete vacunas PCV2 en este estudio, que incluyen tres niveles
de dosis diferentes del antigeno vVORF2 administrado una vez en el dia 0, tres
niveles de dosis diferentes del antigeno rORF2 administrados una vez en el dia 0
y un nivel de dosis de vacuna PCV2 de célula completa muerta administrada en el
dia 0 y en el Dia 14. En general, el Grupo 5, que recibe 1 dosis de la vacuna que
contiene 8 g del antigeno rORF2, tiene los mejores resultados. El Grupo 5 tiene
el ADWG mayor, la incidencia mas baja de comportamiento anormal, la incidencia
mas baja de respiracidon anormal, la segunda incidencia mas baja de tos, la
incidencia mas baja de sintomas clinicos generales, la tasa de mortalidad mas
baja, la tasa mas baja de desprendimiento nasal de PCV2, la segunda tasa mas
baja de % medio de lesiones pulmonares y la tasa de incidencia mas baja para
tejidos IHC positivos. De forma interesante, el Grupo 4, que recibé una dosis
mayor de antigeno rORF2 que el Grupo 5, no se desarrolla también o mejor que el
Grupo 5. El Grupo 4 tiene un ADWG ligeramente menor, una mayor incidencia de
comportamiento anormal, una mayor incidencia de sintomas clinicos generales,
una mayor tasa de desprendimiento nasal de PCV2, un mayor % medio de

lesiones pulmonares, y una tasa mayor de tejido IHC positivo que el Grupo 5. Los
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analisis estadisticos, que pueden haber indicado que las diferencias dentro de
estos dos Grupos no es significativamente estadistico no se conduce sobre estos

datos, pero se observa una tendencia que el Grupo 4 no desarrolla también como

el Grupo 5.

En la post-vacunacion, 6 cerdos mueren en el primer sitio de estudio.
Cuatro de los seis cerdos son del Grupo 8 o Grupo 9 que no reciben vacuna.
Ninguno de los seis cerdos demuestran lesiones consistentes con PMWS, sin
eventos adversos se reportan y en general, todas las siete vacunas parecen ser
seguras cuando se administran a los cerdos aproximadamente a 11 dias de edad.
Durante la fase de post-vacunacion del estudio, Iés cerdos que reciben cualquiera
de los tres niveles e dosis de la vacuna vORF2 o vacuna celular completa muerta
tienen los mas altos niveles IFAT, mientras el Grupo 5 tiene los niveles IFAT mas

bajos justo antes de inoculacién, de los grupos de vacuna.

Aunque no se ha probado formalmente, la ruta predominante de transmision
del PCV2 para porcinos jévenes brevemente después de destete se cree que es
por contacto directo oronasal y una vacuna eficaz que reduce el desprendimiento
nasal de PCV2 en un ajuste de produccién que podria ayudar a controlar el
esparcimiento de la infeccion. Los grupos que reciben uno de los tres niveles de
antigeno VORF2 y el Grupo que recibe 8ug de rORF2 tienen la tasa de incidencia
mas baja de desprendimiento nasal de PCV2 (8.3%). Es de esperar, que el grupo

de control de inoculacién tiene la tasa de incidencia mas alta de desprendimiento

nasal (80%).

Las lesiones brutas en cerdos con PMWS secundario a la infeccion PCV2

consiste tipicamente de linfoadenopatia generalizada en combinacién con uno o

| o
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un multiple de los siguientes: (1) neumonia intersticial con edema interlobular, (2)
ictericia o palidez cutanea, (3) higados atréficos abigarrados, (4) tlceras gastricas
y (5) nefritis. En necropsia, se notan ictericia, hepatitis, nefritis, y Glceras gastricas
en cualquier grupo y no se examina especificamente para linfoadenopatia. El %
medio de clasificacién de lesiones pulmonares varia entre grupos. El grupo que
recibe 16 ug de antigeno vORF2 tiene el % medio mas bajo de clasificacion de
lesion pulmonar (0.40 £ 0.50%), seguido por el grupo que recibe 8 g de rORF2
(0.68 + 1.15%). Como se espera, el grupo de control de inoculacién tiene el %
medio mas alto de clasificacion de lesion pulmonar (9.88 + 29.2%). En todos los
cuatro grupos, el % medio de clasificacion de lesion pulmonar se eleva debido a
un cerdo en cada uno de estos grupos que tiene clasificaciones de lesién
pulmonares muy altas. La mayoria de las lesiones pulmonares se describen como
rojo/purpura y consolidadas. Tipicamente, las lesiones pulmonares asociadas con
PMWS se describen como morenas y no colapsibles con edema interlobular. Las
lesiones pulmonares notadas en este estudio no se asocian con infeccion PCV2 o
un segundo agente infeccioso pulmonar puede haber estado presente. Dentro del
contexto de este estudio, el % clasificacion de lesion pulmonar probablemente no

refleja una medida verdadera de la cantidad de infeccién pulmonar debido al

PCV2.

Otras investigaciones han demostrado una correlacion directa entre la
presencia del antigeno PCV2 por IHC e histopatologia. La histopatologia en tejidos
selectos no se conduce con este estudio. El Grupo 1 (16ug de vVORF2) y el Grupo
5 (8ug de rORF2) tiene la tasa de incidencia mas baja de cerdos positivos para el
antigeno PCV2 (8.3%), mientras que el Grupo 9 (el grupo de control negativo
estricto - 90.9%) y el Grupo 8 (el grupo de control de inoculacién - 90.0%) tiene las

tasas de incidencias mas altas para cerdos positivo para el antigeno PCV2.
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Debido a la naturaleza no subjetiva de este ensayo, los resultados IHC son

probablemente uno de los mejores parametros para jugar la eficacia de la vacuna.

Asi, en un aspecto de la presente invencion, la Dosis Protectora Minima
(MPD) de un prdducto recombinante de dosis 1ml/l con antigeno (rORF2) ORF2
de PCV2 en el modelo de cerdo CDCD en la faz de una inoculacion PCV2 se
determina. De los tres grupos que reciben los niveles variantes del antigeno
rORF2, el Grupo 5 (8 ug de antigeno rORF2) tiene claramente el nivel mas alto de
proteccidn. El Grupo 5 tiene los mejores resultados o se vinculan para la mayoria
de resultados favorables con respecto a todos los parametros examinados.
Cuando el Grupo 5 se compara con los otros seis grupos de vacuna post-
inoculacién, el Grupo 5 tiene el ADWG mas alto (0.94 + 0.22 Ibs/dia), |a incidencia
mas baja de comportamiento anormal (0%), la segunda incidencia mas baja de tos
(8.3%), la incidencia mas baja de sintomas clinicos generales (8.3%), la tasa de
mortalidad mas baja (0%), la tasa mas baja de desprendimiento nasal de PCV2

(8.3%), la segunda tasa mas baja para el % medio de lesiones pulmonares (0.68 +

- 1.15%) y la tasa de incidencia mas baja para tejidos IHC positivos (16.7%).

En otro aspecto de la presente invencion, el MPD de una dosis de 1 ml/l de
producto convencional que es antigeno (vVORF2) ORF2 de PCV2 parciaimente
purificado en el modelo de cerdo CDCD en la faz de una inoculacion PCV2 se
determina. De los tres grupos que reciben niveles variantes de antigeno vORF2, el
Grupo 1 (16 ug de vORF2) tiene el nivel mas alto de proteccion. El Grupo 1 supera
los Grupos 2 y 3 con respecto al ADWG, el % medio de lesiones pulmonares, e
IHC. Los Grupos 1 y 2 (8 ug de antigeno vVORF2) se desarrollan igualmente con
respecto a la incidencia general de sintomas clinicos, el Grupo 3 (4 ug de antigeno

VORF2) tiene la tasa de mortalidad mas baja, y todos los tres grupos se
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desarrollan igualmente con respecto al desprendimiento nasal. En general, todas

las vacunas vORF no se desarrollan también como las vacunas rORF.

En aln otro aspecto de la presente invencién, la eficacia de una dosis
maxima de una dosis de 2ml/2 de vacuna PCV2 Muerta Convencional en el
modelo de cerdo CDCD en la faz de una inoculacién PCV2 se determina. De las
siete vacunas evaluadas en este estudio, la vacuna PCV2 de célula completa
muerta es la que peor se desarrolla. Los cerditos que reciben dos dosis de vacuna
PCV2 de célula completa muerta tienen el ADWG mas bajo, la segunda tasa mas
alta de comportamiento anormal (58.3%), la segunda incidencia general mas alta
de sintomas clinicos (58.3%), la tasa de mortalidad mas alta (16.7%), la segunda
incidencia mas alta de desprendimiento nasal (41.7%), el % medio mas alto de
lesiones pulmonares (9.88 + 29.2%), una alta incidencia de lesiones de pulmén
presentadas (75%) y una tasa de incidencia IHC moderada en tejidos (41.7%). Sin

embargo, es todavia efectivo en invocar una respuesta inmune.

En todavia otro aspecto de la presente invencion, el desprendimiento nasal
del PCV2 se evalua como un parametro de eficacia y los parametros de eficacia
PCV2 previos de estudios previos se reconfirman. Los resultados de este estudio
indican que el desprendimiento nasal de PCV2 ocurre luego de inoculacién
intranasal y que las vacunas PCV2 reducen el desprendimiento nasal de post-
inoculacion PCV2. Adicionalmente, los resultados de este estudio y los reportes en
la literatura indican que el IHC se debe continuar evaluando en el futuro para

ensayos de vacuna PCV2.

Algunas conclusiones adicionales surgen a partir de este estudio, son que

la linfoadenopatia es una de las principales marcas del PMWS. Otras de las
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marcas principales del PMWS es el agotamiento de linfocitos y histiocitos
multinucleados/gigantes. Adicionalmente, no se notan eventos adversos o
reacciones al sitio de inyeccion para cualquiera de las siete vacunas PCV2 y todas

las 7 vacunas PCV2 parecen ser seguras cuando se administran a cerdos

jovenes.
EJEMPLO 5

Este ejemplo prueba la eficacia de ocho vacunas candidato PCV2 vy
reconfirma los parametro de inoculacibn PCV2 de estudios de inoculacion
anteriores siguiendo la exposicién a una cepa de PCV2. Ciento cincuenta (150) de
cerditos desprovisto de calostro derivados de cesarea (CDCD), de 6-16 dias de
edad, se bloquean por peso y se dividen aleatoriamente en diez grupos de tamario

igual. La Tabla 16 establece el Disefio de Estudio General para este Ejemplo

Tabla 16. Disefio de Estudio General

KLH/ICFA |Inoculacion | PRRSV Necropsia
Grupo No. de Tratamiento Dia gIe en el Dia con PCV2 |MLV en| on el Dia
Cerdos Tratamiento| 22 y Dia |Virulento en| el Dia 50
28 el Dia 25 46
Vacuna PVC2 1
1 15 |16ug rORF2 -IMS| 0& 14 + + + +
1314
Vacuna PVC2 2
2 15 16ug VORF2 - 0& 14 + + + +
Carbopol
Vacuna PVC2 3
3 15 16pg IrORF2 — 0& 14 + + + +
Carbopol
Vacuna PVC2 2
4 15 16ug vORF2 - 0 + + + +
Carbopol
Vacuna PVC2 3
5 15 419 ORF2 - 0& 14 + + + +
Carbopol
Vacuna PVC2 3
6 15 1119 rORF2 - 0& 14 + + + +

\0 5
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Carbopol

Vacuna PVC2 3
7 15 | 0.25ug rORF2 - 0& 14 + + + +
Carbopol

Vacuna PVC2 4 >
8 15 8.0log KV - 0& 14 + + +' +
Carbopol

9 15 Controles de

P N/ + + + +
Inoculacion A

Ninguno-Grupo
10 15 de Control N/A + - + +

Negativo Estricto

VORF2 = ORF2 virico aislado; rORF2 = ORF2 expresado por baculovirus

recombinante; KV o virus de célula completa muerta = virus PCV2 que crece en

cultivo celular adecuado.

La formulacién de vacuna dada para cada grupo es como sigue. Vacuna
PCV2 No. 1, administrada en una dosis de 1 x 2 ml para el Grupo 1, es una dosis
alta (dosis de 16 ug/2 ml) de antigeno ORF2 recombinante inactivo adyuvado con
IMS 1314 (16 ug rORF2 - IMS 1314). La Vacuna PCV2 No. 2, administrada en una
dosis de 1 x 2 ml para el Grupo 2, es una dosis alta (dosis de 16 ug/2 ml) de un
VIDO R-1 parcialmente purificado generado por antigeno ORF2 de PCV2
adyuvado con Carbopol (16 ug VORF2 - Carbopol). La Vacuna PCV2 No. 3,
administrada en una dosis de 1 x 2 ml a el Grupo 3, es una dosis alta (dosis de 16
ug/2 ml) de ‘antigeno ORF2 recombinante inactivo adyuvado con Carbopol (16 ug
rORF2 - Carbopol). La Vacuna PCV2 No. 4, administrada en una dosis de 1 x 1 ml
al Grupo 4, es una alta dosis (dosis de 16 ug/ml) de antigeno ORF2 de PCV2
generado por VIDO R-1 parcialmente purificado adyuvado con Carbopol (16 ug
VORF2 - Carbopol). La Vacuna No. 5, administrada en una dosis de 1 x 2 mi al
Grupo 5, es una dosis de 4 ug/2 ml de un antigeno ORF2 recombinante inactivo
adyuvado con Carbopo!l (4 ug rORF2 - Carbopol). La Vacuna PCV2 No. 6,
administrada en una dosis de 1 x 2 ml al Grupo 6, es una dosis de 1 ug/2 mi de un
antigeno ORF2 recombinante inactivo adyuvado con Carbopol (1 ug rORF2 -

Carbopol). La Vacuna PCV2 No. 7, administrada en una dosis de 1 x 2 ml al Grupo
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7, es una dosis baja (dosis de 0.25 ug/2 ml) de antigeno ORF2 recombinante
inactivo adyuvado con Carbopol (0.25 ug rORF2 - Carbopol). La Vacuna PCV2 No.
8, administrada en una dosis de 1 x 2 ml al Grupo 8, es una alta dosis (titulo de
pre-inactivacion > de dosis 8.0 log/2 ml) de Antigeno PCV2 Struve generado por
VIDO R-1 Muerto convencional Inactivo adyuvado con Carbopol (>8.0 log KV -
Carbopol). En el dia 0, los Grupos 1-8 se tratan con sus vacunas asignadas. Los
Grupos 1-3 y 5-8 reciben refuerzos de sus respectivas vacunas de nuevo en el Dia
14. La efectividad de una dosis Unica de 16 ug de vORF2 - Carbopol se ensaya en
el Grupo 4 que no recibe un refuerzo en el Dia 14. Se observan los cerditos para
eventos adversos y reacciones en el sitio de inyeccion luego de vacunacion. En el
Dia 21 se mueven los cerditos a un segundo sitio de estudio en donde los grupos
1-9 son grupos alojados en una construccién y el Grupo 10 se aloja en una
construccion separada. Todos los cerditos reciben hemocianina de lapa de ojo de
cerradura con adyuvante de Freund incompleto (KLH/ICFA) en los dias 22 y 28.
En el Dia 25, los Grupos 1-9 se inoculan con aproximadamente 4 logs de virus
PCV2 virulento. En el Dia 46, han ocurrido muy pocas muertes en el grupo de
control de inoculacién. En un intento por inmunoestimular los cerdos e incrementar
la virulencia del material de inoculacién PCV2, se tratan todos los grupos con
INGELVAC® PRRSV MLV (Vacuna Respiratoria y Reproductiva Porcina, Virus

vivo Modificado) en el Dia 46.

Se recolectan muestras de sangre pre y post-inoculacién para serologia
PCV2. La post-inoculacién, los datos de peso corporal para determinacién de
ganancia de peso diaria promedio (ADWG) y las observaciones de los signos
clinicos se recolectan. En el dia 50, se le practica necropsia a los cerdos
sobrevivientes, se registran las lesiones brutas, se clasifican los pulmones para

patologia, y se seleccionan los tejidos preservados en formalina para examen de
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inmunohistoquimica (IHC) para deteccién de antigeno PCV2 en una fecha

posterior.

Materiales y Métodos

Este es un estudio de factibilidad de inoculacion-vacunacién parcialmente
cegado conducido en cerdos CDCD de 6 a 16 dias de edad en el dia 0. Para ser
incluidos en el estudio, titulos PCV2 IFA de porcinos es < 1:1000. De acuerdo con
esto, el estado serolégico de los porcinos es de una manada PRRS negativa
conocida. Se prueban dieciséis porcinos (16) para estado serologico PCV2 y todos
los dieciséis (16) tienen un titulo PCV2 < 1000 y se transfieren al primer sitio de
estudio. Ciento cincuenta (150) cerditos se suministran por cirugia de seccidn
cesarea y estan disponibles para este estudio en el Dia 3. En el Dia 3, 150 CDCD
en el primer sitio de estudio se pesan, se identifican con etiquetas de oreja, se
bloquean por peso y se asignan aleatoriamente a uno de los diez grupos, como se
establecié anteriormente en la Tabla 16. Se recolectan muestras de sangre de
todos los cerdos. Si cualquier animal de ensayo cumple con el criterio de inclusion
se enrola en el estudio y se excluye después por cualquier razén, el Monitor e
Investigador se consulta con el fin de determinar el uso de los datos recolectados
a partir de los animales en el andlisis final. La fecha en la que se excluyen los
cerditos enrolados y la razén de la exclusién se documentan. No se excluyen
cerdos que cumplen con el criterio de inclusion, seleccionados para el estudio y
transportados al primer sitio de estudio. No se excluyen cerditos del estudio y
ningun animal de prueba se remueve del estudio antes de terminacién la Tabla 17

describe los cuadros de tiempo para las actividades claves de este ejemplo.

Tabla 17. Actividades de Estudio



10

WO 2006/072065

96 PCT/US2005/047596
eaode | Feeha s ctividad de Estudio
3 4-04-03 Cerdos pesados; examen de salud; aleatorizado a grupos;
Mmuestras sanguineas recolectadas
4-04-03 4-\, ervado para salud I
-3,0-21| 07-03 a d p salud general y para eventos adversos post-
5.97.03 |Jacunacién
0 4-07-03 [IVP administrado respectivo para los Grupos 1-8
0-7 4‘1?17 fg’; Cerdos observados para reacciones de sitio de inyeccion
14 4-21-03 Grupos de Refuerzo 1-3, 5-8 con IVP respectivos; muestras
sanguineas para todos los cerdos
14-21 4;3;_)333 Cerdos observados para reacciones de inyeccion
19-21 4‘;?53;(_)833 Todos los cerdos tratados con antibiticos
21 4-28-03 Cerdos transportados de Struve Labs, Inc. a Veterinary
Resources, [nc.(VRI)
22.50 4-28-03 a c , . . .
- 5-27-03 erdos observados para signos clinicos post-inoculacién
22 4-29-03 |Grupos Tratados 1-10 con KLH/ICF A
Muestras sanguineas recolectadas de todos los cerdos;
25 5-02-03 ftodos los cerdos pesados; Grupos inoculados 1-9 con
material de inoculacion PCV2
28 5-05-03 |Grupos Tratados 1-10 con KLH/ICF A
32 5-09-03 [Muestras sanguineas recolectadas de todos los cerdos
46 5-23-03 IINGELVAC®PRRS MLV administrado a todos los grupos
Muestras sanguineas recolectadas, pesadas y se necropsian
todos los cerdos; se registran lesiones brutas; se evaltan los|
50 5-27-03 pulmones para lesiones; se guardan muestras de tejido
frescas y fijas en formalina; se completa el estudio de fase en
vida.

Luego de la terminacién de la fase en vida del estudio, se examinan los

tejidos fijos en formalina por inmunohistoquimica (IHC) para deteccién de antigeno

PCV2 mediante un patédlogo, las muestras sanguineas se evaltan para serologia

PCV2, y el promedio de ganancia de peso diaria (ADWG) se determina del Dia 25

al Dia 50.

Los animales se alojan en el primer sitio de estudio en jaulas individuales en

siete cuartos de nacimiento de aproximadamente

11 dias de edad

(aproximadamente Dia O del estudio). Cada cuarto es idéntico en disefio y
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consiste de jaulas de acero inoxidable individuales apiladas con suministro de aire
filtrado y calentado separadamente par cada unidad de aislamiento. Cada cuarto
tiene ventilacion y calefaccion separada, evitando por lo tanto la contaminacién
cruzada del aire entre cuartos. Los animales se alojan en dos construcciones
diferentes en el segundo sitio de estudio. El Grupo 10 (El grupo de control
negativo Estricto) se aocja separadamente en un edificio convertido en criadero y
las Grupos 1-9 se alojan en un edificio convertido en sal de partos. Cada grupo se
aoja en un corral separado (14-15 cerdos por corral) y cada corral esta provisto de
aproximadamente 2.3 pies cuadrados por' cerdo. Los Grupos 2, 4 se colocan en
corrales en tres corrales adyacentes en un lado del callejon y los Grupos 1, 3, 5, 6,
7,y 9 se colocan en seis corrales adyacentes en el otro lado del callején. La
separacion del Grupo se debe al monitoreo del estudio que las vacunas
administradas a los Grupos 2, 4, y 8 no se han inactivado completamente. Cada
corral esta en una plataforma elevada con pisos de rejilla plastica. Un agujero por
debajo del corral sirve como un tanque de depésito para excrementos vy
desperdicios. Cada construccion tiene su propio sistema de ventilacion vy
calefaccién separado, con probablemente poca contaminacién cruzada de aire

entre construcciones.

En el primer sitio de estudio, los cerditos se alimentan con una racién de
leche especialmente formulada de nacimiento a aproximadamente tres semanas
de edad. Todos los cerditos consumen racién mezcla especial sélida hasta el Dia
21 (aproximadamente 4 semanas y media de edad). En el segundo sitio de
estudio, todos los cerditos se alimentan con una racién de mezcla no medicada
habitual apropiada para su edad y peso, ad libitum. El agua en ambos estudios

también estuvo disponible ad libitum.

3
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Todos los cerdos de ensayo se tratan con 1.0 mL de NAXCEL®, IM, en
extremidades alternadas en los Dias 19, 20, y 21. En adicién, el Cerdo No. 11
(Grupo 1) se trata con 0.5 mL de NAXCEL® IM en el Dia 10, el Cerdo No. 13
(Grupo 10) se trata con 1 mL de Penicilina y 1 mL de PREDEF® 2X en el Dia 10,
el Cerdo No. 4 (Grupo 9) se trata con 1.0 mL de NAXCEL® IM en el Dia 11, y los

Cerdos 1 (Grupo 1), 4 y 11 cada uno se trata con 1.0 mL de NAXCEL® en el Dia

14 por varias razones de salud.

En ambos sitios de estudio los cerdos estan l?ajo cuidado veterinario. Se
conducen examenes de salud animal en el Dia 3 y se registran en el Formulario de
Registro de Examen de Salud. Todos los animales estan en buen estado
nutricional y de salud antes de la vacunacion segun se determina por observacion
en el Dia 0. Todos los animales de ensayo se observan por estar en buen estado
nutricional y de salud antes inoculacion. Las carcasas y tejidos se disponen
mediante representacion. La disposicion final de los animales de estudio se

registran en el Registro de Disposicion Animal.

En los Dias 0y 14, los cerdos asignan a los Grupos 1-3 y 5-8 que reciben .0
mL de Vacunas PCV2 1-4 asignadas, respectivamente, IM en la regién de nuca
derecha e izquierda, respectivamente, utilizando una jeringa Luer-lock de 3.0 de
mL estéril y una aguja 20 g x 2" estéril. Los cerdos asignados al Grupo 4 reciben
1.0 mL de Vacuna PCV2 No. 2, IM en la regién de nuca derecha utilizando una

jeringa Luer-lock de 3.0 mL estéril y una aguja 20 g x 1/2” estéril solo en el Dia 0.

En el Dia 22 todos los cerdos de ensayo reciben 2.0 mL de KLH/ICFA IM en
la regién de nuca izquierda utilizando una jeringa Luer-lock de 3.0 mL estéril y una

aguja de 20 g x 1/2" estéril. En el Dia 28 todos los cerdos de ensayo reciben 2.0
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mL de KLH/ICFA en la regién de miembro derecho utilizando una jeringa Luer-lock

de 3.0 mL estéril y una aguja de 20 g x 1/2” estéril.

En el Dia 25, los cerdos asignados a los Grupos 1-9 reciben 1.0 mL de
material de inoculacién PCV2 ISUVDL (3.98 logsy TCIDse/mL) IM en la regiéon de
nuca derecha utilizando una jeringa Luer-lock de 3.0 mL estéril y una aguja de 20
g x 1/2" estéril. 1.0 mL adicional del mismo material se administra IN a cada cerdo

(0.5 mL por fosa nasal) utilizando una jeringa Luer-lock de 3.0 mL estéril y canula

nasal.

En el Dia 46, todos los cerdos de ensayo reciben 2.0 mL de INGELVAC®
PRRS MLV, IM, en la region de nuca derecha utilizando una jeringa Luer-lock de
3.0 mL estéril y una aguja de 20 g x 1/2” estéril. Se administra PRRSV MLV en un

intento por incrementar la virulencia en el material de inoculacién PCV2.

Los cerdos de ensayo se observan diariamente para la salud general y los
eventos adversos en el Dia 3 y desde el Dia 0 al Dia 21. Cada uno de los cerdos
se clasifica para comportamiento normal o anormal, respiracién o tos. Se registran
las observaciones en el Registro de Observaciéon Clinico. Todos los cerdos de
ensayo de observan desde el Dia 0 al Dia 7, y el Grupo 7 se observa
adicionalmente del Dia 14 al 21, para reacciones del sitio de inyeccion. Se
determina la ganancia de Ipeso diaria promedio al pesar cada cerdo en una escala
calibrada en los Dias -3, 25 y 50, o en el Dia en que se encuentra un cerdo muerto
después de inoculacién. Los pesos corporales se registran en el Formulario de
Peso Corporal. Se utilizan los pesos corporales del Dia 3 para bloquear cerdos
antes de aleatorizacién. En el Dia 25 y el Dia 50 los datos de peso se utilizan para

determinar la ganancia de peso diaria promedio (ADWG) para cada cerdo durante

s
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estos puntos de tiempo. Para los cerdos que mueren después de inoculacién y

antes del Dia 50, se ajusta el ADWG para representar el ADWG del Dia 25 al Dia

de la muerte.

Con el fin de determinar la serologia PCV2, se recolecta sangre venosa
completa de cada cerdito a partir del seno venoso orbital en los Dias -3 y 14. Para
cada cerdito, se recolecta la sangre del seno de vena orbital al insertar un tubo
capilar estéril dentro del canto medio de uno de los ojos y drenar
aproximadamente 3.0 mL de la sangre completa dentro de un Tubo Separador de
Suero de 4.0 mL (SST). En los Dias 25, 32, y 50, la sangre venosa completa de
cada cerdo se recolecta en la vena cava anterior utilizando una aguja Vacutainer®
de 20 g x 1 1/2" estéril (Becton Dickinson y Company, Franklin Lakes, New
Jersey), un soporte para aguja Vaccutainer® y un SST de 13 mL. Las
recolecciones de sangre en cada punto de tiempo se registran en el registro de
Recoleccion de Muestras. La sangre en cada SST se le permite coagularse, cada
SST se gira hacia abajo luego y se cosecha el suero. El suero cosechado se
transfiere a un tubo estéril y se almacena a -70+ 10° C hasta que se prueba en
una fecha posterior. Las muestras de suero se prueban para la presencia de

anticuerpos PCV2 por personal del BIVI-R&D

Los cerdos se observan una vez al dia desde el Dia 22 al Dia 50 para
sintomas clinicos y se clasifican para comportamiento normal o anormal,
respiracion o tos. Se registran las observaciones clinicas en el Registro de

Observacion Clinico.

Los Cerdos Nos. 46 (Grupo 1) y 98 (Grupo 9) mueren en el primer sitio de

estudio. Ambas muertes se categorizan como muerte por sangrado y no se
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practica necropsia a estos dos cerdos. En el segundo sitio de estudio, los cerdos
que mueres después de inoculacién y antes del Dia 50, y los cerdos que se les
practica eutanasia en el Dia 50, se les practica necropsia. Se anota cualquier

lesion gruesa y el porcentaje de lébulos pulmonares con lesiones se registra en el

Formulario de Registro de Necropsia.

Cada uno de estos cerdos se les practica necropsia en el segundo sitio de
estudio, se coloca una muestra de tejido de amigdala, pulmén, corazén, y nodo
linfatico mesentérico en un contenedor Unico con 10% de formalina amortiguada;
mientras que otra muestra de tejido de los mismos 6rganos mencionados
anteriormente se coloca en un Whirl-pak® (M-Tech Diagnostics Ltd., Thelwall, UK)
y cada Whirl-pak® se coloca en hielo. Cada contenedor se marca
apropiadamente. Se registran las recolecciones de muestra en el Formulario de
Registro de Necropsia. Después de eso las muestras de tejido se fijan en
formalina y el Formulario de Solicitud de Diagnostico se presentan para prueba
IHC. Se conduce una prueba IHC de acuerdo con los procedimientos de
laboratorio estandar para recibir muestras, preparacion de portaobjetos y muestra,
y técnicas de tefido. Se empacan tejidos frescos en Whirl-paks® con paquetes de

hielo al Sfudy Monitor para almacenamiento (-70° + 10° C) y posible uso futuro.

Se examinan tejidos fijos en formalina por un patélogo para deteccidén de
PCV2 por IHC y se clasifican utilizando el siguiente sistema de clasificacion: 0 =
Ninguno; 1 = Tefido positivo Scant, pocos sitios; 2 = Tefiido positivo moderado,
multiples sitios; y 3 = Tefnido positivo abundante, difuso a través del tejido. Para
propositos analiticos una clasificacion de 0 se considera “negativa” .y una

clasificacion mayor de 0 se considera “positiva”.

L
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Resultados

Los resultados para este ejemplo se dan adelante. Es de notar que los
Cerdos Nos. 46 y 98 mueren en los Dias 14 y 25 respectivamente. Estas muertes
se categorizar como muertes por sangrado. El Cerdo No. 11 (Grupo 1) jadea con
respiracion rapida en el Dia 5. De otra forma, todos los cerdos tienen
comportamiento normal para respiracibn y tos durante este periodo de
observacién y no se notan eventos adversos sistémicos con ningun grupo. No se
notan reacciones en el sitio de inyeccién luego de la vacunacion 0. Luego de la
vacunacion en el Dia 14, siete (7) de catorce (14) de cerdos del Grupo 1 (50%) se
han hinchado con una clasificacién de “2” en el Dia 15. Cuatro (4) de catorce (14)
del Grupo 1 (28.6%) todavia tienen hinchamiento de “2” en el Dia 16. Ninguno de

los otros grupos experimentan reacciones en el sitio de inyeccion luego de

vacunacion.

Los resultados de ganancia de peso diario promedio (ADWG) se presentan
adelante en la Tabla 18. Los Cerdos No. 46 y 98 que mueren de sangrado se
excluyen de los resultados de grupo. El Grupo 4, que recibe una dosis de 16 ug
vORF2 - Carbopol, tienen el ADWG mas alto (1.16 £ 0.26 Ibs/dia), seguido por los
Grupos 1, 2, 3, 5, 6, y 10 que tiene ADWGs que varia de 1.07 £ 0.23 Ibs/dia a 1.11
+ 0.26 Ibs/dia. EI Grupo 9 tiene el ADWG mas bajo (0.88 + 0.29 Ibs/dia), seguido
por los Grupos 8 y 7, que Atienen ADWG de 0.93 £ 0.33 Ibs/dia y 0.99 + 0.44

Ibs/dia, respectivamente.
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Tabla 18. Resumen Ganancia de Peso Diaria Promedio de Grupo

ADWG- Ibs/dia (Dia 25 a Dia 50) o
Grupo Tratamiento N ajustado para muerte de cerdos

antes del Dia 50

1 2 dosis rORF2 — 16 pg - IMS 1314 14 1.08 £ 0.30 Ibs/dia

2 |2 dosis VORF2 — 16 ug - Carbopol 15 1.11:x 0.16 Ibs/dia
3 2 dosis rORF2 — 16 ug - Carbopol 15 1.07£ 0.21 Ibs/dia

4 1 dosis VORF2 - 16 ug — Carbopol 15 1.16:1 0.26 Ibs/dia

5 1 dosis rORF2 - 4 ug — Carbopol 15 1.07 :£ 0.26 Ibs/dia

6 2 dosis rORF2 - 1 ug — Carbopol 15 1.11:2 0.26 1bs/dia
2 dosis rORF2 - 0.25 ug - . ,

7 Carbopol 15 0.99 :+ 0.44 lbs/dia

2 Dosis KV > 8.0 log - Carbopol 15 0.93 + 0.33 Ibs/dia

9 Controles de Inoculacién 14 0.88 :+ 0.29 Ibs/dia

10 Controles Negativos Estrictos 15 1.07 :+ 0.23 Ibs/dia

VORF2 = ORF2 virico aislado; rORF2 = ORF2 expresado por baculovirus
recombinante; KV o virus de célula completa muerta = virus PCV2 que crece en

cultivo celular adecuado.

Los resultados de la serologia PVC2 se presentan adelante en la Tabla 19.
Todos los diez (10) grupos son seronegativos para PCV2 en el Dia 3. En el Dia
14, los titulos PCV2 permanecen bajos para todos los diez (10) grupos (rango de
50-113). En el Dia 25, el Grupo 8, que recibe la vacuna de virus muerto de célula
completa, tienen el titulo PCV2 mas alto (4617), seguido por el Grupo 2, que
recibe 16 ug de vORF2 - Carbopol, Grupo 4, que recibe como dosis Unica de 16
ug de vORF2 - Carbopol, y el Grupo 3, que recibe 16 ug de rORF2 - Carbopol, que
tiene titulos de 2507, 1920 y 1503 respectivamente. En el Dia 32 (una semana
post-inoculacién), los titulos para los Grupos 1-6 y el Grupo 8 varian de 2360 a
7619; mientras los Grupos 7 (0.25 ug rORF2 - Carbopol), 9 (Control de
Inoculacién), y 10 (Control negativo estricto) tienen titulos de 382, 129 y 78
respectivamente. En el dia 50 (dia de necropsia), todos los diez (10) grupos

demuestran altos titulos PCV2 (>1257).

q
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En los Dias 25, 32, y 50, el Grupo 3, que recibé dos dosis de 16 ug de
rORF2 - Carbopol tienen mayores titulos de anticuerpo que el Grupo 1, que recibe
dos dosis de 16 ug de rORF2 - MIS 1314, En los Dias 25, 32 y 50, el Grupo 2, que

5 recibe dos dosis de 16 ug de VORF2 y tiene titulos mayores que el Grupo 4, que
solo recibe una dosis de la misma vacuna. Los Grupos 3, 5, 6, 7, que reciben
niveles reducidos de rORF2 - Carbopol, de 16, 4, 1, y 0.25 ug respectivamente,

demuestran titulos de anticuerpo correspondientemente reducidos en los Dias 25

. y 32.
7= 0
Tabla 19. Resumen de Titulos PCV2 IFA de Grupo
Grupo .[Tratamiento Dia -3 | Dia 14** | Dia 25*** | Dia 32 | Dia 50****
2 dosis rORF2 - 16 ug-
1 IMS 1314 50 64 646 3326 4314
g [¢dosisVORF2-16ug | 5, 110 | 2507 | 8627 | 4005
— Carbopol
3 [pdosisTORF2-161g | 5, 80 1503 | 5120 | 6720
— Carbopol :
4 [1dOSiSVORF2-16ug- g, 113 | 1920 | 3720 | 1257
. : Carb_opol
b g [l dosis TORF2-4yg- | g, 61 1867 | 3933 | 4533
Carbopol
g [dosiSTORF2-1ug- | 5, 70 490 | 2360 | 5740
Carbopol
7 2 dosis rORF2 - 0.25 50 73 63 389 5819
ug -Carbopol
g [2DosisKV>80log- | g, 97 4617 | 7619 | 10817
Carbopol
g [Controles de 50 53 50 120 | 4288
Inoculaciéon
10 Con.troles Negativos 50 50 50 78 11205
Estrictos

VORF2 = ORF2 virico aislado; rORF2 = ORF2 expresado por baculovirus
recombinante; KV o virus de célula completa muerto = virus PCV2 que crece en

15 cultivo celular adecuado.
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* Para propositos de calculo, se designa el titulo IFA < 100 como un titulo de “50”:
un titulo IFA > 6400 se designa como un titulo de “12,800".
**Dia de Inoculacion

***Dia de necropsia

Los resultados de las observaciones clinicas post-inoculacion se presentan
adelante. La Tabla 20 incluye observaciones para Comportamiento anormal,
Respiracion anormal, Tos y Diarrea. La Tabla 21 incluye los resultados del
Resumen de la Incidencia general de Grupo de los Sintomas clinicos y la Tabla 22
incluye los resultados del Resumen de Tasas de Mortalidad de Grupo y Post-
inoculacion. La incidencia en el comportamiento anormal, la respiracion y tos post-
inoculacién son bajos en cerdos que reciben 16 ug de rORF2-IMS 1314 (Grupo 1),
16 ug rORF2- Carbopol (Grupo 3), 1 ug rORF2-Carbopol (Grupo 6), 0.25 ug g
rORF2-Carbopo! (Grupo 7), y en cerdos en el grupo de control de inoculacion
(Grupo 9). La incidencia del comportamiento anormal respiracién y tos post-
inoculacién es cero en cerdos que reciben 16 ug de vVORF2-Carbopol (Grupo 2),
una dosis unica de 16ug VORF2-Carbopol (Grupo 4), 4 ug rORF2-Carbopol (Grupo
5), >8 log KV-Carbopol (Grupo 8), y en cerdos en el grupd de control negativo

estricto (Grupo 10).

La incidencia general de los sintomas clinicos varia entre grupos. Los
cerdos que reciben 6 ug de VORF2-Carbopol (Grupo 2), una dosis Gnica de 16 ug
vORF2-Carbopol (Grupo 4), y cerdos en el grupo de control negativo estricto
(Grupo 10) tienen tasa de incidencia del 0%; los cerdos que reciben 16 de ug
rORF2-Carbopol (Grupo 3), y 1 ug rORF2-Carbopol (Grupo 6) tienen tasas de
incidencia de, 6.7%; los cerdos que reciben 16 ug de rORF2-IMS 1314 (Grupo 1)

tienen una tasa de incidencia general de 7.1%; los cerdos que reciben 4 ug de



10

15

WO 2006/072065

106

PCT/US2005/047596

rORF2-Carbopol (Grupo 5), 0.25 ug de rORF2-Carbopol (Grupo 7), y >8 de log

vacuna KV tienen tasas de incidencia del 13.3%; y los cerdos en el grupo de

control de inoculacién (Grupo 9) tienen una tasa de incidencia de 14.3%. Las tasas

de mortalidad general entre grupos también varia. El Grupo 8, que recibe 2 dosis

de vacuna KV tienen la tasa de mortalidad mas alta de 20.0%; seguido por el

Grupo 9, el grupo de control de Inoculacién, y el Grupo 7, que recibe 0.25 ug de

rORF2-Carbopol y tiene tasas de mortalidad de 14.3% y 13.3% respectivamente.

El Grupo 4, que recibe una dosis de 16 ug de vVORF2-Carbopol tiene una tasa de

mortalidad del 6.7% todos los otros Grupos, 1, 2, 3, 5, 6, y 10 tienen una tasa de

mortalidad del 0%.

Tabla 20. Resumen de las Observaciones de Grupo para Comportamiento

anormal, Respiraciéon anormal, y Tos Post-inoculacién

Comportamiento

Comportamiento

3

Grupo Tratamiento N Anormal’ Anormal? Tos
2 dosis rORF2 — 16 ug- 114 (71
1 [ dosis o 14| 0114 (0%) 0/14 (0%) "
2 [ ggfésog’gRFz “16 19 15 | 0115 (0%) 0115 (0%) | 0/15 (0%)
3 é:&ﬂzg?RFz 1819 15 | 015 (0%) 0115 (0%)  |1/15 (6.7%)
4 é:r‘t’f;:c‘)’IORFz 160971 45 | on50%) | 015(0%) | 015 (0%)
5 éa‘igzisoerRFz “4 M9 15 | 115 (6.7%) | 115 (6.7%) | 0115 (0%)
6 éa‘igffpsoerRFz - T M9 45 | 015 (0%) 0115 (0%)  |1/15 (6.7%)
ORF2 - 025 g 15
’ Carbopol 2 dosis 119 0/15 (0%) 115 (6.7%) (06.7%)
8 éa?ggsolw > 80109 4 15 | 1115 (6.7%) | 1115 (6.7%) | 0115 (0%)
Controles de 2114
g [ontoles 14| 4TA%) | 4TI | 20
10 ggt?f;f;ess Negativos 15 | /15 (0%) 0115 (0%) | 0/15 (0%)

" Numero Total de cerdos en cada grupo que demuestra cualquier comportamiento

-~ anormal durante al menos un dia.
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2 it . . .
Numero total de cerdos en cada grupo que demuestran cualquier respiracion

anormal durante al menos un dia

3 a1
Numero total de cerdos en cada grupo que demuestran una tos durante al menos

un dia

Tabla 21. Resumen de la Incidencia general de Grupo de Sintomas clinicos

Post- Inoculacion

Grupo [Tratamiento N Incid’encia de cgrdos 1con Tasa d?
Sintomas Clinicos Incidencia

2 dosis rORF2 - 16 ug- IMS

1 314 b 1 o

o 2 dosis VORFZ - 16 pg - 4 0 0.0%
Carbopol

3 2 dosis rORF2 - 16 ug - 15 1 6.7%
Carbopol

4 1 dosis VORF2 - 16 ug - 15 0 0.0%
Carbopol

5 1 dosis rORF2 - 4 ug- 15 2 13.3%
Carbopol

6 2 dosis rORF2 - 1 ug 15 1 6.7%
Carbopol '

7 2 dosis rORF2 - 0.25 ug - 15 2 13.3%
Carbopol
2 Dosis KV > 8.0 log - 0

8 Carbopol 15 2 19.0%

9 |Controles de Inoculacién 14 2 14.3%

10 Con_troles Negativos 15 0 0.0%
Estrictos

VORF2 = ORF2 virico aislado; rORF2 = ORF2 expresado por baculovirus
recombinante; KV o virus de célula completa muerto = virus PCV2 que crece en

cultivo celular adecuado.

! Numero total de cerdos en cada grupo que demuestran cualquier sintoma clinico

durante al menos un dia

L3
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Tabla 22, Resumen de Tasas de Mortalidad de Grupo Post-Inoculacién

. Muerte post- Tasa de
G

rupo _ Tratamiento N inoculacién Mortalidad

1 2 dosis rORF2 - 16 ug- IMS 14 0 0.0%
1314
2 dosis VORF2 - 16 ug -

2 Carbopol 15 0 0.0%
2 dosis rORF2 - 16 ug -

3 Carbopol 15 0 0.0%
1 dosis VORF2 - 16 g -

4 Carbopol 15 1 : 6.7%
1 dosis rORF2 - 4 ug -

5 Carbopol 15 0 0.0%
2 dosis rORF2 - 1 ug -

6 Carbopol 15 0 0.0%
2 dosis rORF2 - 0.25 ug -

7 Carbopol 15 2 13.3%
2 Dosis KV > 8.0 log —
Carbopol 15 3 20.0%
Controles de Inoculacién 14 2 14.3%

10 Con_troles Negativos 15 0 0.0%
Estrictos

VORF2 = ORF2 virico aislado; rORF2 = ORF2 expresado por baculovirus
recombinante; KV o virus de célula completa muerto = virus PCV2 que crece en

cuitivo celular adecuado.

El resumen de Porcentaje Medio de Grupo de Lesiones pulmonares y el
Diagnéstico Tentativo se da adelante en la Tabla 23. El Grupo 9, el grupo de
control de Inoculacion, tiene el porcentaje mas alto de lesiones pulmonares con
una media de 10.81 = 23.27%, seguido por el Grupo 7, que recibe 0.25 ug de
rORF2-Carbopol y tiene una media de 6.57 £ 24.74%, el Grupo 5, que recibe 4 ug
de rORF2- Carbopol y tiene una media de 2.88 + 8.88%, y el Grupo 8, que recibe
la vacuna KV y tiene una media de 2.01 + 4.98%. Los seis grupos restantes (6)
tienen una media de porcentaje menor de lesiones pulmonares que varia de 0.11

+0.38% a 0.90 £ 0.15%.
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El diagnéstico tentativo de neumonia varia entre grupos. El Grupo 3, que
recibe dos dosis de 16 ug de rORFZ—CarbopoI, tiene el diagnéstico tentativo mas
bajo de neumonia, con 13.3%. El Grupo 9, el grupo de control de Inoculacion,
tiene 50% de diagndstico de grupo tentativamente con neumonia, seguido por el
Grupo 10, el grupo de control negativo estricto y el Grupo 2, que recibe dos dosis

de 16 ug vORF2-Carbopol, con 46.7% de 40% respectivamente, tentativamente

diagnosticado con neumonia.

Los Grupos 1, 2, 3, 5, 9, y 10 tienen 0% del grupo diagnosticado
tentativamente como PCV2 infectado, mientras el Grupo 8, que recibe dos dosis
de vacuna KV, tiene la tasa mas alta de grupo de dosis tentativa de infeccién
PCV2, con 20%. EI Grupo 7, que recibe dos dosis de 0.25 ug rORF2-Carbopol, y
el Grupo 4, que recibe una dosis de 16 ug de vVORF2-Carbopol tienen diagnostico
de grupo tentativo de infeccion PCV2 en 13.3% y 6.7% de cada grupo,

respectivamente.

Las ulceras gastricas solo se diagnostican en un cerdo en el Grupo 7

(6.7%); mientras que los otros 9 grupos permanecen libres de Ulceras gastricas.

Tabla 23. Resumen % Medio de Lesién Pulmonar de Grupo y Diagnéstico

Tentativo

No. de cerdos que
Grupo Tratamiento N desprenden durante Iggcsj:r?ceia
: ' al menos un dia

2 dosis rORF2 - 16 ug- o

T s 1314 15 0 0%

2 2 dosis VORF2 - 16 ug - 15 1 6.7%
Carbopol
2 dosis rORF2 - 16 ug - 15 3 20.0%
Carbopol '

4 |1 dosis VORF2 - 16 jg - 15 2 13.3%

)
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Carbopol

5 égr"bﬂ:g?RFz -4 Hg- 15 3 20.0%

6 é:fbscizg?RFz - The- 15 6 40.0%

7 %:r"bsoi;g?RFz "0-2549- | 45 7 46.7%

8 éggziso'fv > 8.0log - 15 12 80%

9 [Controles de Inoculacién 14 14 100.0%

10 goniroles Negativos 15 14 93.3%
VORF2 = ORF2 virico aislado; rORF2 = ORF2 expresado por baculovirus

recombinante; KV o virus de célula completa muerta = virus PCV2 que crece en

cultivo celular adecuado.

El Resumen de los Resultados de Incidencia Positiva IHC para Grupo se
muestra en la Tabla 24 adelante. El Grupo 1 (16 ug rORF2 - IMS 1314) tiene la
tasa de grupo mas baja de resultados IHC poéitivos con 0% de los cerdos
positivos para PCV2, seguido por el Grupo 2 (16 ug de vVORF2 - Carbopol) y el
Grupo 4 (dosis uUnica 16 ug VORF2 - Carbopol), que tiene tasas IHC de grupo de
6.7% y 13.3% respectivamente. Ei Grupo 9, el grupo de control de Inoculacién,
tiene la incidencia IHC mas alta positiva con 100% de los cerdos positivos para
PCV2, seguido por el Grupo 10, el grupo de control negativo estricto, y el Grupo 8

(Vacuna KV),

respectivamente. -

con 93.3% y 80% de los cerdos positivos para PCV2,

Tabla 24. Resumen de tasa de Incidencia Positiva IHC para el Grupo

No. de cerdos que
Grupo Tratamiento N duradnetseper\(lezwdeennos 1 |nT§§2nd§a
dia
1 33d1c23|s rORF2 - 16 ug-IMS 15 0 0%
2 R r2r1OM ) s 1 6.7%

(26
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3 é:l?bﬂ:;?RFz - 1619 - 15 3 20.0%
4 Gamona en 1ok s 2 13.3%
5 é:r"bs;;gloRFz -4 Hg- 15 3 20.0%
6 é:r"bsgzg?RFz - The- 15 6 40.0%
7 ég%scisp(;?RFz 025u9- ) 45 7 46.7%
B amono 10" 15 12 80%

9 [Controles de Inoculacion 14 14 100.0%
o fords NS s | w |

VORF2 = ORF2 virico aislado; rORF2 = ORF2 expresado por baculovirus
recombinante; KV o virus de célula completa muerta = virus PCV2 que crece en

cultivo celular adecuado.
Discusidon

Se evallan siete vacunas PCV2 en este ejemplo, que incluyen una dosis
alta (16pg) de antigeno rORF2 adyuvado con IMS 1314 administrado dos veces,
una alta dosis (16 ug) de antigeno VORF2 adyuvado con Carbopol administrado
una vez a un grupo de cerdos y dos veces a un segundo grupo de cerdos, una
dosis alta (16 pg) de antigeno rORF2 adyuvado con Carbopol administrado dos
veces, una dosis de 4 pg de antigeno rORF2 adyuvado con Carbopol administrado
dos veces, una dosis de 1pg de antigeno rORF2 adyuvado con Carbopol
administrado dos veces, una dosis baja (0.25 ug) de antigeno rORF2 adyuvado
con Carbopol administrado dos veces, y una alta dosis (> 8 log) de vacuna PCV2
de célula completa muerta adyuvado con Carbopol. En general, el Grupo 1, que
recibe dos dosis de 16 yg de rORF2 - IMS 1314, se desarrolla ligeramente mejor
que los Grupos 2 a 7, que reciben vécunas que contiene varios niveles de vVORF2

o antigeno rORF2 adyuvado con Carbopol y mucho mejor que el Grupo 8, que

(-
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recibe dos dosis de vacuna PCV2 de célula completa muerta. El Grupo 1 tiene el
tercer ADWG (1.80 £ 0.30 Ibs/dia), la incidencia mas baja de comportamiento
anormal (0%), la incidencia mas baja de respiracion anormal (0%), una baja
incidencia de tos (7.1%), una baja incidencia de sintomas clinicos generales
(7.1%), se une con los otros tres grupos para la tasa de mortalidad mas baja (0%),
la segunda tasa mas baja para el % medio de lesiones pulmonares(0.15 + 0.34%),
la segunda tasa mas baja para neumonia (21.4%) y la tasa de incidencia mas baja
para tejidos IHC positivos (0%). El Grupo 1 es, sin embargo, el Gnico Grupo en eI.
que las reacciones del sitio de inyeccidon se notan, que incluyen 50% de los
vacunados un dia después de la segunda vacunaciéon. Las otras vacunas
administradas a los Grupos 2 a 7 se desarrollan mejor que la vacuna muerta y casi

también como la vacuna administrada al Grupo 1,

E! Grupo 8, que recibe dos dosis de Vacuna PCV2 muerta adyuvada con
Carbopol, tienen el peor conjunto de resultados para cualquier grupo de vacuna. El
Grupo 8 tiene el ADWG mas bajo (0.93 + 0.33 lbs/dia), la segunda tasa mas alta
de comportamiento anormal (6.7%), y la tasa mas alta de respiracion anormal
(6.7%), se une con mas de tres otros grupos para la tasa de incidencia general
mas alta de sintomas clinicos (13.3%), tiene la tasa de mortalidad mas alfa de
todos los grupos (20%), y tiene la tasa IHC positiva mas alta (80%) de cualquier
grupo de vacuna. Hubo preocupacién de que la vacuna PCV2 de célula completa
muerta no se hubiera inactivado completamente antes de la administracién al
Grupo 8, que puede explicar estos pobres resultados de grupo.
Desafortunadamente, los datos definitivos no estuvieron disponibles para
confirmar esta preocupacién. En general, en este contexto de este ejemplo, una
vacuna PCV2 muerta convencional no ayuda en la reduccion e la enfermedad

asociada con PCV2.
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Como se mencioné previamente, ningin evento adverso se asocia con las
vacunas de ensayo con excepcién de la vacuna adyuvada con IMS 1314. Las
reacciones de sitios de inyeccioén se notan en 50.0% de veros 1 dia después de la
segunda vacunacion con la vacuna formulada con IMS 1314 y en 28.6% de los
cerdos 2 dias después de la segunda vadu‘nacién. No se notan reacciones en
ningln cerdo vacunas adyuvadas con Carbopol. Cualquier estudio adicional que
incluye cerdos vacunados con vacunas adyuvadas con IMS 1314 debe continuar

monitorear cercanamente los cerdos para las reacciones del sitio de inyeccion.

Todos los cerdos son seronegativos para PCV2 en el dia -3 y solo el Grupo
2 tiene un titulo sobre 100 en el Dia 14. En el Dia 25 (dia de inoculacion), el Grupo
8 tiene el titulo de anticuerpo PCV2 mas alto (4619), seguido por el Grupo 2
(2507). Con la excepcién de los grupos 7,9 y 10, todos los grupos demuestran una
fuerte respuesta de anticuerpos en el Dia 32. En el dia 50, todos los grupos que
incluyen todos los grupos 7, 9 y 10 demuestran una fuerte respuesta de

anticuerpos.

Una de las marcas principales de la ultima etapa de infeccién PCV2 vy
desarrollo posterior PMWS es el fuerte retardo en cerdos destetados, y en casos
severos se nota pérdida de peso. La ganancia de peso diario promedio de los
grupos es un método cuantitativo de demostrar el retardo de crecimiento o pérdida
de peso. En este ejemplo, no hubo una gran diferencia en ADWG entre grupos. El
Grupo 8 tiene el ADWG mas bajo de 0.88 +0.29 Ibs/dia, mientras el Grupo 4 tiene
el ADWG mas alto de 1.16+0.26 Ibs/dia. Dentro del contexto de este estudio no
hubo una diferencia suficiente entre los grupos para basar la eficacia futura de la

vacuna en ADWG.
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En adicion de la pérdida de peso — disnea, letargia, palidez de la piel y
algunas veces ictericia son sintomas clinicos asociados con PMWS. En este
ejemplo el comportamiento anormal y la respiracién anormal y la tos se notan
infrecuentemente para cada grupo. Como se evidencia en este estudio, este
modelo de inoculacion y cepa de inoculaciéon no resultan en sintomas clinicos

arrolladores y este no es un parametro fuerte sobre el que se basa la eficacia de la

vacuna.

En general, las tasas de mortalidad no son altas en este ejemplo y Ia falta
de una tasa alta de mortalidad en el grupo de control de inoculacién limita este
parametro en el que se basa la eficacia de la vacuna. Antes del Dia 46 los grupos
4 y 7 tienen cada uno 15 cerdos muertos, el grupo 9 tiene 2 de 14 cerdos muertos
y el Grupo 8 tiene 3 de 15 cerdos muertos. Debido al hecho que el grupo 9, el
grupo de control de inoculaciéon no demuestra sintomas clinicos PCV2 y solo han
ocurrido dos muertes en este grupo el Dia 46, la vacuna MLV de virus de
sindrome reproductivo y respiratorio porcino (PRRSV) se administra a todos lo
cerdos en el Dia 46. Los estudios anteriores han utilizado INGELVAC®PRRS MLV
como un inmunoestimulador para exasperar la enfermedad PMWS asociada con
PCV2 y la tasa de mortalidad en estos estudios anteriores. Han ocurrido 2 muertes
brevemente despues de administrar la vacuna PRRS en el Dia 46- el Grupo 4
tiene una muerte en el Dia 46 y el Grupo 7 tiene una muerte en el Dia 47-que no
se asocian probablemente con la administracién de la vacuna PRRS. El dia 50, el
Grupo 8 que recibe dos dosis de vacuna muerta, tiene la tasa de mortalidad mas
alta (20%), seguida por el grupo 9 (Grupo de inoculacién) y el Grupo 7 (0.25 ug
rORF2 Carbopol), con tasa de mortalidad de 14.3% y 13.3% respectivamente. En

general la administracion de la vacuna PRRS al modelo de inoculacién e la fase
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de observacion preinoculacién de este ejemplo no incrementa significativamente

las tasas de mortalidad.

Las lesiones brutas en cerdos con PMWS secundario para infeccion PCV2
consiste tipicamente de linfoadenopatia geheralizada en combinacién con uno o
mas de los siguientes: (1) neumonia intersticial con edema inter ovular, (2) palidez
cutaneo o ictericia, (3) higado atréfico abigarrado, (4) ulceras gastricas y (5)
nefritis. En la necropsia (dia 50) no se nota ictericia, hepatitis y nefritis en ningun
grupo. Una ulcera gastrica se nota en un cerdo del Grupo 7, pero no se examina
especifica para linfoadenopatia. Basados en la presencia de lesiones que son
consistentes con infeccion PCV2, 3 grupos tienes al menos un cerdo
diagnosticado vtentativamente con PCV2 (PMWS). El Grupo 8, que recibe dos
dosis de vacuna muerta, tiene 20% tentativamente diagnosticado con PCVZ,
mientras el Grupo 7 y el Grupo 4 tienen 13.3% y 6.7% respectivamente,
diagnosticado tentativamente con PCV2. La clasificacion del porcentaje medio de
lesiones pulmonares varia entre los grupos en necropsia. Los grupos 1, 2, 3,46 y
10 tienen baja clasificacién de % de lesiones pulmonares que varian de 0.11 *
0.38% a 0.90 = 0.15%. Como se espera, el grupo 9, grupo de control de
inoculacién tiene la mas alta clasificacion de % medio de lesion pulmonar (10.81 +
23.27%). En 4 grupos, la clasificacion de % medio de lesidon pulmonar se evallia
debido a uno de los 3 cerdos en cada uno de los grupos que tienen muy altas
clasificaciones de lesién pulmonar. Las lesiones pulmonares son rojas/purpuras y
consolidadas. Tipicamente, las lesiones pulmonares con PMWS se describen
como morenas, no colapsibles con edema inter lobular. Las lesiones de pulmén
notadas en este estudio no se asocian con infeccién PCV2 o un segundo agente
infeccioso pulmonar puede haber estado presente. Dentro del contexto de este

estudio, el % de clasificacién de lesiéon pulmonar probablemente no refieja una
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medida real de la cantidad de infecciéon pulmonar debido al PCV2. De la misma
forma el diagnostico, tentativo de neumonia puede haber sido sobre utilizado
también. Cualquier cerdo con lesiones pulmonares, algo tan pequefios como
0.10% se listan con un diagnostico tentativo de neumonia. En este ejemplo, no
hubo diferencia significativa entre los grupos con respecto a las lesiones brutas y

el % de lesiones pulmonares en las que se basa la eficacia de la vacuna.

Los resultados IHC muestran las mayores diferencias entre grupos. El
Grupo 1 (16ug rORF2-IMS 1314) tiene los resultados IHC positivos mas bajos
para antigeno PCV2 (0%); mientras los grupos 9 y 10 tienen los resultados IHC
positivos mas altos con tasas de incidencia de 100% y 93.3% respectivamente.
Los grupos 3, 5, 6 y 7, que reciben 16, 4, 1 o 0.25%ug de antigeno rORfZ,
respectivamente, adyuvado con Carbopol, tiene las tasa IHC positivas de 20%,
20%, 40% y 46.7%, respectivamente. El Grupo 2, que recibe dos dosis de 16ng
vORF2 adyuvado con Carbopol tiene una tasa IHC positiva de 6.7%, mientras el
Grupo 4 que recibe una dosis de la misma vacuna, tiene una tasa IHC positiva de
13.3%. Debido a la naturaleza objetiva de esta prueba y el hecho de que los
resultados IHC se correlacionan con los resultados esperados, la prueba IHC es
probablemente unos de los mejores parametros sobre el cual basar la eficacia de

la vacuna.

Asi en un aspecto de la presente invencién las dosis protectora minima
(MPD) del antigeno PCV2 rORF2 adyuvado con Carbopol en el modelo de cerdo
CDCD en la faz de una inoculacién PCV2 se determina. Los grupos 3, 5,6y 7
reciben cada uno dos dosis de antigeno rORF2 adyuvado con Carbopol, pero el
nivel de antigeno rORF2 varia para cada grupo. Los grupos 3, 5, 6 y 7 cada uno

reciben 16, 4, 1 o 0.25ug de antigeno respectivamente. En general la reduccion
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del nivel de antigeno rORF2 reduce los titulos de anticuerpos PCV2, e incrementa
la tasa de mortalidad, el % de lesiones pulmonares medio y la incidencia de tejidos
IHC positivos. De los 4 grupos que reciben niveles variantes de rORF2- Carbopol,
los grupos 3 y 5, que reciben dos dosis de 16 o 4ug de rORF2, respectivamente,
cada uno tiene una tasa IHC positiva de solo 20%, y cada uno tiene titulos de
anticuerpos similares. En general, basados en los resultados IHC positivos, la
dosis protectora minima de antigeno rORF2 administrada dos veces es

aproximadamente 4ug.

En otro aspecto de la presente invencién, se evalla la antigenisidad de los
antigenos PCV2 VIDO R-1 (vVORF2) y (rORF2) recombinante. El Grupo 2 recibe
dos dosis de 16ug de rORF2 y el Grupo 3 recibe dos dosis de 16ug de rORF2.
Ambas vacunas se adyuvan con Carbopol. Ambas vacuna se encuentran que son
seguras y tienen una tasa de mortalidad del 0%. El Grupo 2 tiene un titulo de
anticuerpo PCV2 de 2507 en el Dia 25, mientras el Grupo 3 tiene un titulo de
anticuerpo PCV2 de 1503. El Grupo 3 tiene un porcentaje medio de clasificacién
de lesién pulmonar diferente del Grupo 2 (0.11 + 0.38% vs. 0.90 + 0.15%), pero el
grupo tiene una tasa de incidencia positiva IHC menor que el Grupo 3 (6.7% vs.
20%). En general .ambas vacunas tienen similar antigenisidad, pero el VORF2 se

asocia con resultados IHC ligeramente mejores.

En aun otro aspecto de la presente invencion, la adecuabilidad de 2
adyuvantes diferentes (Carbopol e IMS 1314) e determina. Los grupos 1y 3
reciben dos dosis de vacuna que contiene 16 ug de antigeno rORF2, pero el
Grupo 1 recibe el antigeno adyuvado con IMS 1314 mientras el Grupo 3 recibe el
antigeno adyuvado con Carbopol. Ambos grupos tienen esencialmente el mismo

ADWG, esencialmente la misma incidencia de sintomas clinicos post-inoculacién,
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la misma tasa de mortalidad, y esencialmente el mismo % medio de lesiones
pulmonares; pero el Grupo 1 tiene una tasa de IHC positiva de 0% mientras el .
Grupo 3 tiene una tasa positiva IHC del 20%. Sin embargo, el Grupo 3 que recibe
la vacuna adyuvada con Carbopol tiene titulo IFAT PCV2 mayores en los dias 25,
32y 50 que el Grupo 1, que recibe la vacuna adyuvada con IMS 1314. En general
aunque la vacuna PCV2 adyuvada con IMS 1314 suministra mejores resultados
IHC, no prueba una mejor proteccion de infeccién PCV2 e induce reaccién en los
sitios de induccion. Mientras que la vacuna PCV2 adyuvada con Carbopol casi

también la vacuna adyuvada IMS 1314, pero no se asocia con ningln efecto

adverso.

En todavia otro aspecto de la presente invencion la viabilidad del ORF2 de
PCV2 como un producto de una dosis de 1 ml se determina. Los grupos 2 y 4
reciben 16ug de vacuna vORF2 adyuvada con Carbopol en el dia 0, pero el Grupo
2 recibe una segunda dosis en el Dia 14. El Grupo 4 tiene un ADWG ligeramente
mayor y un % medio menor de lesiones pulmonares que el Grupo 2, pero el Grupo
2, tiene mayores titulos IFAT PCV2 en el Dia 25, 32 y 50, y tasa de incidencia
ligeramente de titulos IHC positivos. Todos los otros resultados para estos 2
grupos son similares. En general, una dosis del vVORF” adyuvado con Carbopol se

desarrolla en forma similar a las dos dosis de la misma vacuna.
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REIVINDICACIONES

Lo que se reivindica es:

A)

B)

D)

E)

F)

Un método para recuperar una proteina recombinante expresada por

estructura de lectura abierto 2 de PCV2 que comprende las etapas de:

clonar dicho estructura de lectura abierto recombinante 2 de PCV2

dentro de un vector de transferencia;

transfectar la porcién de dicho vector de transferencia que contiene

dicho estructura de lectura abierto recombinante 2 dentro de un virus;
infectar las células en medio con dicho virus;

causar que dicho virus exprese la proteina a partir de dicho

estructura de lectura abierto 2;
separar las células de dicho vector del sobrenadante; y

recuperar dicha proteina de estructura de lectura abierto expresado 2

en dicho sobrenadante.

El método de la reivindicacion 1, en donde dicho método incluye
adicionalmente la etapa de amplificar dicho estructura de lectura abierto
2 de una cepa de PCV2 antes de clonar dicho estructura de lectura

abierto dentro de dicho vector de transferencia.

HOJA CORREGIDA-IPEA/US
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El método de la reivindicacion 1 o 2, en donde dicho estructura de
lectura abierto recombinante 2 comprende adicionalmente una
secuencia seleccionada del grupo que consiste de una secuencia 5’ de

Kozak, un sitio 3' ECOR1, y combinaciones de estos.

El método e la reivindicacién 3, en donde dicha secuencia 5’ prima de

Kozac combrende la SEQ ID NO: 1.

El método de la reivindicacion 3, en donde dicho sitio 3, ECOR1

comprende la SEQ ID NO: 2.

El método de una cualquiera de la reivindicaciones 1 a 5, en donde

dicho estructura de lectura abierto PCV2 comprende la SEQ ID NO: 4.

El método de una cualquiera de la reivindicaciones 1 a 5, en donde

dicha proteina recombinante comprende la SEQ ID NO: 6.

El método de una cualquiera de la reivindicaciones 1 a 6, en donde

dicho medio comprende medio de célula de insecto libre de suero.

El método de una cualquiera de la reivindicaciones 1 a 8, que

comprende adicionalmente las etapas de:

i. antes de la etapa A, clonar dicho estructura de lectura abierto

amplificado, 2 dentro de un primer vector;

HOJA CORREGIDA-IPEA/US
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1.

12,

13.

14.
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ii. cortar dicho estructura de lectura abierto 2 de dicho primer vector; y
iii. utilizar dicho estructura de lectura abierto cortado 2 en la etapa A.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en donde

dichas células comprenden células SF+.

El método de una cualquiera de la reivindicaciones 1 a 10, dicho virus

comprende baculovirus.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en donde

dicha porcién transfectada comprende la SEQ ID NO: 4.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en donde
dicha proteina de estructura de lectura abierto 2 se recupera en dicho

sobrenadante al menos 5 dias después de infectar las células con dicho

virus .

El método de preparar una composicién para invocar una respuesta

inmune contra PCV2, dicho método comprende las etapas de:

I transfectar una construccién dentro de wun virus, dicha
construccion comprende ADN recombinante del estructura de

lectura abierto 2 de PCV2;

ii. infectar células con dicho virus transfectado, dichas células estan

en un medio de crecimiento;

HOJA CORREGIDA-IPEA/US
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15.

16.

17.

18.

iii. originar que dicho virus exprese la proteina recombinante de

dicho estructura de lectura abierto 2:

iv. recuperar dicho estructura de lectura abierto expresado 2 en el

sobrenadante; y

V. combinar dicha proteina recuperada con un adyuvante adecuado

u otro portador o excipiente farmacéuticamente aceptable

El método de la reivindicacion 14, en donde dicho método incluye

adicionaimente la etapa de obtener dicha construccion a partir de un

vector de transferencia.

El metodo de la reivindicacion 14 — 15, en donde dicho método incluye
adicionalmente la etapa de amplificar dicho estructura de lectura abierto
2 de una cepa de PCV2 antes de clonar dicho estructura de lectura

abierto 2 dentro de dicho vector de transferencia.

El método de una cualquiera de la reivindicaciones 14-16, en donde
dicho estructura de lectura abierto recombinante 2 comprende
adicionalmente una secuencia seleccionada del grupo que consiste de

una secuencia 5' Kozac, un sitio 3’ ECOR1 y combinaciones de estos.

. El método de la reivindicaron 17, dicha secuencia 5 de Kozac

comprende la SEQ ID NO: 1.

HOJA CORREGIDA-IPEA/US
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19.

20

20.
5

21.
10 22.

23.
15

24.
25

El método de la reivindicacion 17, dicho sitio 3' ECOR1 comprende la

SEQ ID NO: 2.

El metodo de una cualquiera de la reivindicaciones 14 a 19, en donde

dicho estructura de lectura abierto PCV2 2 comprende la SEQ ID NO: 4.

El método de una cualquiera de la reivindicaciones 14 a 20, en donde

dicha proteina recombinante comprende la SEQ ID NO: 6.

El método de una cual quiera de las reivindicaciones 14 a 21, en donde

dicho medio comprende medio de célula de insecto libre de suero.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 16 a 22, que

comprende adicionalmente las etapas de:

i. clonar dicho estructura de lectura abierto amplificado 2 dentro de un

primer vector

ii. cortar dicho estructura de lectura abierto 2 de dicho primer vector;

iii. utilizar dicho estructura de lectura abierto cortado 2 para clonacion

dentro de dicho vector de transferencia.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 14 a 23, en donde

dichas células comprende células SF+.

HOJA CORREGIDA-IPEA/US
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29.

30.

31.
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El método de una cualquiera de las reivindicaciones 14 a 24. en donde

dicho virus comprende baculo virus.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 14 a 25, en donde

.dicha construccién transfectada comprende la SEQ ID NO: 4.

El método de una cualquiera de las reivindicaciones 14 a 26, en donde
dicha proteina de estructura de lectura abierto 2 se recupera al menos 5

dias después de infectar dichas células con dicho virus.

El metodo de una cualquiera de la reivindicaciones 14 a 27, en donde
dicha etapa de recuperacién adicional comprende la etapa de separar

dicho medio de dichas células y residuos celulares.

El método de la reivindicaron 28, en donde dicha etapa de separacion
incluye la etapa de filtrar dicha células, residuos celulares, y medio de
crecimiento a través de un filtro que tiene poros que varian en tamarno

de aproximadamente 0.45,M a aproximadamente 1.0pM.

El método de cualquiera de las reivindicaciones 14 a 29, en donde dicho
método incluye adicionalmente la etapa de inactivar dicho virus antes de

combinar dicha proteina recuperada con un adyuvante adecuado.

Un método para recuperar la proteina expresada al a abrir el estructura
de lectura 2 de PCV2, en donde dicho método incluye las etapas de

aparte:

HOJA CORREGIDA-IPEA/US
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32.

33.

34.

35.

36.

I. infectar las células en medio de crecimiento con un vector virico

recombinante que contiene dicho estructura de lectura abierto 2;

ii. originar que dicho vector exprese dicha proteina durante al menos 5

dias; y
iii. recuperar dicha proteina expresada en el sobrenadante.
El método de la reivindicacion 31, en donde dicha recuperacién ocurre al
menos 5 dias después de la infeccion de las células con dicho vector
virico.
Una composicién de la materia obtenida por el método de una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 32.

El uso de la composicién de la reivindicaciéon 33 como un medicamento.

El uso de la composicién de la reivindicacion 33 para la preparacion de

un medicamento para la prevencion de una infecciéon PCV2.

Un método para producir un kit de diagnéstico para la deteccidon de una

infeccién PCV2 en una muestra que comprende

[)  producir una proteina recombinante como se describe en una

cualquiera de las reivindicaciones 1 a 30, y

HOJA CORREGIDA-IPEA/US
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38.

39.
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i) empacar dicha proteina recombinante dentro de un contenedor

adecuado.

El método de la reivindicacion 36, que comprende adicionalmente la

etapa de incluir un manual de instruccién con el contenedor que empaca

la proteina recombinante.

Una composicién inmunogénica efectiva para reducir la severidad de
sintomas clinicos asociados con la infeccién PCV2 que comprenden la
proteina ORF2 de PCV2, o una porcién inmunogénica de esta, en donde
dicha porcion inmunogénica tiene al menos 10 aminoacidos contiguos

de la proteina ORF2 de PCV2.

La composicién inmunogénica de la reivindicacién 38, en donde dicha

proteina PCV2 PRF2 es

i) un polipéptido que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 5, SEQ
ID NO: 6, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10 0 SEQ ID NO: 11:

if)  cualquier polipéptido que es al menos 80% homélogo al polipéptido

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

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

aminoacidos contiguos incluidos en las secuencias de la SEQ ID

HOJA CORREGIDA-IPEA/US
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40.

41.

42.

NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10. SEQ ID NO:
11,

V) un polipéptido que se codifica por un ADN que comprende la

secuencia la SEQ ID NO: 3 0 SEQ ID NO: 4.

vi) cualquier polipéptido que se codifica por un polinucledtido que es al

menos 80% homdlogo al polinucleétido de v),

vii) cualquier porcién inmunogénica de los polipéptidos codificados por

el nucledtido dé V) y/o vi)

viii) la porcién inmunogénica de vii), en donde el polinucleétido que
codifica para dicha porcién inmunogénica comprende al menos 30
nucledtidos contiguos incluidos en la secuencia de la SEQ ID NO:

3,0 SEQ ID NO: 4.

La composicién inmunogénica de las reivindicaciones 38 o 39, en donde
dicha composicion adicional comprende un vector virico inactivo y

sobrenadante de cultivo celular.

La composicion inmunogénica de la reivindicacién 40, en donde dicho
vector virico inactivo es un baculovirus recombinante que codifica para

la proteina ORF2 de PCV2.

La composicién inmunogénica de la reivindicacién 40 o 41, en donde

dicha composicién comprende BEI.

HOJA CORREGIDA-IPEA/US
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45

46

47

48.
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La composicién inmunogénica de la reivindicacion 42, en donde dicha

composicion comprende tiosulfato de sodio.

La composicion inmunogénica de una cualquiera de las reivindicaciones
39 a 43, en donde dicha composicién comprende un ingrediente
adicional seleccionado del grupo que consiste de portadores,
adyuvantes, medio, inactivadores viricos, diluyentes, agentes isotonicos,

agentes inmunomoduladores, antibidticos y combinaciones de estos

La composicion inmunogénica de la reivindicacion 44, en donde dicha

composicion comprende un adyuvante, preferiblemente Carbopol.

La composicion inmunogénica de la reivindicacion 45, en donde dicha
composicion comprende una sal farmacéuticamente aceptable,

preferiblemente solucion salina.

La composicion inmunogénica de una cualquiera de las reivindicaciones
38 a 46, en donde dicha composicion comprende al menos 0.2 MCG/ML

de proteina ORF2 de PCV2.
La composiciéon inmunogénica de una cualquiera de las reivindicaciones

38 a 46, en donde dicha composicién comprende al menos 2ug de

proteina ORF2 de PCV2.

HOJA CORREGIDA-IPEA/US
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49.  Un contenedor que comprende al menos una dosis de composicion
inmunogénica de una cualquiera de las reivindicaciones 38 a 47, en

donde una dosis comprende al menos 2ug de proteina ORF2 de PCV2..

5 30.  Un contenedor que comprende 10 a 250 dosis de la composicién
inmunogénica de una cualquiera de las reivindicaciones 38 a 47, en

donde una dosis comprende al menos 2 pg de proteina ORF2 de PCV?2.

51. El contenedor de las reivindicaciones 49 a 50 en donde dicho

10 contenedor comprende adicionalmente un agente antimicrobiolégico

activo.

92.  Un kit que comprende un contenedor de una cualquiera de las
reivindicaciones 49 a 51 y un manual de instrucciones, que incluyen la

15 informacién para la aplicacion intramuscular de al menos una dosis de la
composicion inmunogénica en cerditos para reducir la severidad de

sintomas clinicos asociados con la infeccién PCV2

53. El kit de la reivindicacion 52, en donde el manual de instrucciones

20 comprende la informacidén de una segunda o administracion adicional de
al menos una dosis de la composicion inmunogénica, en donde la

segunda administracién o cualquier administracion adicional es al menos

14 dias después de la ultima administracion.

25 54.  Un método para recuperar la proteina recombinante expresada al abrir

el estructura de lectura 2 de PCV2 que comprende las etapas de:

HOJA CORREGIDA-IPEA/US
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A) clonar dicho estructura de lectura abierto recombinante 2 del

PCV2 dentro de un vector de transferencia;

B) transfectar la porcion de dicho vector de transferencia que
5 contiene dicho estructura de lectura abierto recombinante 2

dentro de un virus.
C) infectar las células en medio con dicho virus;

g 10 D) originar que dicho virus exprese la proteina a partir de dicho

estructura de lectura abierto 2 durante al menos 5 dias;
E) separar las células de dicho vector del sobrenadante; y

15 F) recuperar dicha proteina de estructura de lectura abierto 2
expresado en dicho sobrenadante.
’ 95. Un método para preparar una composicién para invocar una respuesta

inmune contra PCV2, dicho método comprende las etapas de:

20
i) transfectar una construccion dentro de un virus, dicha
construccion comprende ADN recombinante de estructura de
lectura abierto 2 de PCV2;
25 i) infectar las células con dicho virus transfectado, dichas células

estan en un medio de crecimiento;

HOJA CORREGIDA-IPEA/US



'®

10

WO 2006/072065

iii)

134 PCT/US2005/047596

originar que dicho virus exprese la proteina recombinante de

dicho estructura de lectura abierto 2 durante al menos 5 dias;

recuperar dicha proteina de estructura de lectura abierto 2

expresado en el sobrenadante; y
combinar dicha proteina recuperada con un adyuvante

adecuado u ofro portador o excipiente farmacéuticamente

aceptable.

HOJA CORREGIDA-IPEA/US
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ABOGADOS
EDIFICIO SISK!
WEB SITE: www.cavelier.com CARRERA 4 No. 72 - 35 TELEFONO: (57) (1) 347-3611
E-MAIL: cavelier@cavelier.com . BOGOTA 8, COLOMBIA

Seflores
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
E. S. D.

Poderdante : BOEHRINGER INGELHEIM VETMEDICA, INC

Poder conferido el : 09/03/2006

Yo, EMILIO FERRERO, obrando como apoderado principal del
poderdante arriba mencionado, mediante el 'presente escrito
sustituyo el poder a mi otorgado a la doctora LUZ CLEMENCIA DE
PAEZ, identificada con cédula de ciudadgnia No. 35.456.344 vy
Tarjeta Profesional N°23.555,‘ con todas las facultades que me

fueron conferidas.

Hago la anterior sustitucidén conforme al articulo 66 del

Cédigo de Procedimiento Civil.

EMILIO FERRERO
T.P.A. N° 31.929
C.C. N° 438.019 de Usaquén

Sefiora Jefe,

Acepto:

/@ e eria @é@éz
z CLEMENCIA DE PAEZ

T.P.A. N° 23.555

C.C. No. 35.456.344 de Usaquén

N1T. 860.041.367-3

TELEFAX: (57) (1) 217-9211 (57) (1) 310-4995

(S
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APOSTILLE
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)
1. Country: The United States of America
THIS PUBLIC DOCUMENT
2. has been signed by JEANNE E. ROGERS
3. acting in the capacity of NOTARY PUBLIC

4. in the State of Connecticut for the term of November 26, 2001 to November 30, 2006

CERTIFIED

5. at Hartford, Connecticut 6.on March 13, 2006
7.by SUSAN BYSIEWICZ Secretary of the State of Connecticut
8. Number : 2006-3439

9. Seal :

10. Signature
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. | JEH Case 10-052
@ AVELEER ]81 Representacién y Poder com autenticacién mnotarial y

Apostille para patentes, modelos de wuiilidad, disefios
industriales, marcas de fdbrica, nombres comerciales,
ensefias, nombres de dominio, lemas comerciales, licencias.

ABOGADOS
EDIFICIO SISK!
CARRERA 4a N©72-35
BOGOTA, 8 - COLOMBIA
Representation and Power-of-Attorney with notarial
authentication and Apostille for patents, uility models,
industrial designs, trademarks, commercial names, irade

emblems, domain names, slogans, licenses.

REPRESENTACION Y PODER REPRESENTATION AND POWER-OF-ATTORNEY

Y )

Yo (nosotros), abajo firmado (s)/1 (we), the undersigned

BOEHRINGER INGELHEIM VETMEDICA, INC.

domiciliado (s)
en/of

2621 North Belt Highway,

St. Joseph, MO 64506, Estados Unidos de América

hereby vatify the patent appl. No. 06.006,798 filed by Emilio Fegrero on Jan. 25,2006, and

por el presente nombramos a EMILIO FERRERO, tpa. 3929;
GONZALO PERDOMO. tpa. §31: LUZ CLEMENCIA DE PAEZ,
(pi. 23555 y GERMAN CAVELIER, tpa. 832, domiciliados en la
Carrera 4a N° 72-35, Bogot4, Colombia, en obedecimiento 2 lo
dispuesto en el pardgrafo Jo del Articulo 543 del Cédigo de
Comercio, el primero como principal y los demés como suplentes,
en su orden, como mis (nuestros) representantes en todos los
asunitos de  propiedad industrial con facultad para recibir
notificaciones y nombrar apoderados judiciales o extrajudiciales.
El primer representante suplente reemplazard al principal en cuso
de ausencia o impedimento temporal o definitivo de aquél. La
misma regla se aplicard cuando el segundo representante suplente
haya de reemplazar al primero, o el tercero al segundo. En tales
casoy, el representante principal, o el primero, o segundo suplente,
en su caso, o ambos, declarardn su intencién de no ejercer la
representacién mediante  declaracién  autenticada por Notario
Piblico en Colombia, o por Notario u otro Funcionario Pablico. o
Consul de Colombia, en el extranjero; y si se tratare de
impedimento, con el certificado respectivo. Si alguno de los
nombrados faltare definitivamente, el siguiente tomard su lugar,
Cuuando cesare la ausencia o impedimento del representante
principal, o de su primero o segundo suplentes, en su caso, podrdin
cjercer la representacién, en su orden, uno u otros segiin el caso,
asumiéndola por ¢l solo hecho de ejercerla, cesando en cse
momento el ejercicio de la representacidn por el primero, segundo
0 tercer suplente en su caso.

in due compliance with the terms of paragraph Ist. of article 543
of the Commercial Code, do hereby appoint EMILIO FERRERO,
tpa. 31929; GONZALO PERDOMO, tpa. 831; LUZ
CLEMENCIA DE PAEZ, tpa. 23555 and GERMAN
CAVELIER, tpa, 832, domiciled at Carrera 4a N° 72 35,
Bogot4, Colombia, the first as principal and the others as
alternates, in the order of their appointment, as our
representatives for all industrial property matters with faculty to
receive notifications and to appoint attorneys in and out of Court.
The first alternate shall replace the principal in case of his
absence or of temporal or definitive impediment. The same rule
will apply when the second alternate representative is to replace
the first one, or when the third is to replace the first or second
alternates in their turn, or both of them, second. In such cases, the
principal representative, or the first or second alternates in their
turn, or both of them, shall state their intention not to act as
representatives through a declaration given before a Notary
Public in Colombia, or before a Notary or another Public Official
or a Colombian Consul abroad; and in case of impediment, the
appropriate certificate shall suffice. Jf any of the appointees were
to be definitely absent, the following alternate shall take his
place. When the absence or impediment of the principal
represeﬁt‘aﬁ.x;c, ot-of the first or second alternate in their turn
ceases, the 1‘epi€sentﬂtion can be taken again in their sequence, by
the principal, the first or second altemate depencling on case, and
the mere fact or its exercise will suffice. The cxercise of the
representation by the first, second or third alternates in their
turn shall end at such time.

© CAVELIER ABOGADOS
WEPODEO -1 (MINUTA N°12,1.1.2.6 USA)
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Case 10-052
0.

Ademds. confiero (conferimos) poder a los abogados
arriba nombrados, para obtener la proteccién de mi
(nuestra) propiedad industrial y contra la competencia
desleal, a cuyo efecto autorizo (amos) a los dichos
apoderados para que me (hos) representen ante
cualesquiera entidades o personas, ejerzan o no
Jurisdiccion, especialmente ante las del orden
administrativo, contencioso- administrativo y judicial, asf
como los tribunales de arbitramento, en todo lo
concerniente a los siguientes asuntos: a) Obtencién de
putentes de invencidn, modelos de utilidad y disefios
industriales; el registo de marcas de fibrica,
colectivas, defensivas, de servicio, Jemas
comerciales, nombres comerciales, ensefias, nombres
de dominio, variedades vegetales y denominaciones de
origen: su renovacion, traspaso. cambio de nombre o
domicilio, cancelacién voluntaria; y el registro de
licencias de uso de esos derechos; b) Las acciones de
competencia desleal. proteccién del consumidor,
oposiciones u observaciones, cancelacién administrativa
y judicial, nulidad, medidas cautelares, concesién de
licencias, {a tuteda, la protecci6n de secretos industriales,
y en general los juicios civiles, penales, administrativos o
contencioso  administrativos relacionados con estos
derechos; acciones y procesos ¢ue promovamos o se nos
promuevan. Y para que en todos los asuntos arriba
determinados, puedan sustituir este mandato, transigir,
conciliar, admitir los hechos del proceso, desistir,
cancelar, recibir, renunciar, y ratificar los actos de
agentes oficiosos.

In addition, we grant a Power of Attorney in favor of
the above . named attorneys at. law s0 that they may
obtain the protection of my (our) industrial property
and against the unfair competition, for which purpose
I (we) authorize the said attorneys to represent me
(us) before any authorities or persons, with or
without jurisdiction. specially those administrative,
administrative contentious and judicial, as well as
before Arbitration Court, in all matters concerning
the following: a) Obtainment of patents, utility
models and industrial designs; the registration of
trademarks, collective, defensive
marks, slogans, commercial names. trade emblems,
domain names, vegetal varieties and denominations
of origin; its renewal, assignment, change of name or
domicile, voluntary cancellation; and the registration
of licenses of use of the above rights; b) Actions of
unfair competition, protection to the consumer,
oppositions or observations, administrative or Court
cancellation, nullity, infringement, granting of
licenses, the action for writ mandamus, the protection
of trade secrets, and in general the civil, penal, and
administrative suits relating to those rights; actions
and suits instituted by me (us) or against me (us).
And that in all the above matters they may substitute
this Power of Attorney, compromise, conciliate,
admit the facts of the case, desist, cancel, receive,
resign, and ratify acts done by representatives
without a power of atiorney.

and  service

Dado y firmado hoy/Given and signed this

Ridgefield, Connecticut USA

en/in

9" Day of March, 2006

por/by  Marla S. Persky, Secretary

@

Firma/Signature " T ., . .

© CAVELIER ABOGADOS
WPPODEOT- 181 (MINUTA N°12.1.1.2.6 USA)
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CERTIFICACION NOTARIAL (INDIVIDUO)
Alos
de 200

dfas del mes de

ante mi, Notario Piblico o Funcionario Autorizado de

V%
Case 10-052

~
-3 -

NOTARIAL CERTIFICATION (INIDIVIDUAL)

On this day of '

200 . before me, a Notary Public or Attesting Official of

comparecid(eron) personalmente

personally appeared

a quien(es) doy fe de conocer y me consta que es(son) la(s)
persona(s) firmante(s) del documento que precede, y quien{es)
tiene(n) capacidad legal para otorgarlo

to me known, and known to me to be the person(s) who executed
that foregoing document, and who has(have) legal capacity to
execute it,

--- NOTARIO PUBLICO O FUNCIONARIO AUTORIZADO --- NOTARY PUBLIC OR ATTESTING OFICIAL ---

CERTIFICACION NOTARIAL (SOCIEDAD)

A los 9 MARZO
de200 6
Marla S. Persky

dias del mes de

comparecié(eron) ante mf,

NOTARIAL CERTIFICATION (CORPORATION)
On this 9" March

2006 appeared before me
Marla S. Persky

day of

,’en(cs) conozeo personalmente y que firma(n) este documento en
cepresentacion de ta Sociedad/compafifa denominada '

BOLHRINGER INGELHEIM VETMEDICA, INC,

who(m) I know personally and who(m) signed this document as
representative(s) of the Corporation/Company named
BOEHRINGER INGELHEIM VETMEDICA, INC.

Certifico:
I. Que he visto los siguientes documentos:*
NOMBRAMIENTO/RESOLUCION DE LA JUNTA

DIRECTIVA EN RIDGEFIELD, CONNECTICUT
FECHADO 2 MAYD 2005

2.Que dichos documentos prueban lo siguiente:

2.1.Que MARLA S. PERSKY ES SECRETARIA
DE_BOEHRINGER INGELHEIM VETMERICA, INC.

I certify:

[.That I have seen the following documents: *

Appoint/Resolution by the Board of Directors in Ridgefield,
Connecticut dated May, 2, 2005.

2. That the above documents duly prove the following:
2.1.That Marla S. Persky is Secretary to
BOEHRINGER INGELHEIM VETMEDICA, INC.

es una Sociedad/Compafifa legalmente constituida y existente de
acuerdo con las leyes del Estado de Delaware

is a Corporation/Company legally constituted and in existence

in accordance with the laws The State of Delaware

e el domicilio de dicha Sociedad/Compafifa es

6 North Belt Highway

T

© 2.2.That the domicile of said Corporation/Company is
2621 North Belt Highway

St. Joseph., Missouri 64506 EUA

St. Joseph, MISSOLIU 64506- USA

TG

2.3. Que el objetv u objetos para los cuales se otorga el presente
poder estin comprendidos dentro del objeto social de la
mencionada Sociedad/Compafifa.

2.4.Que el(los) Sr.(Sres.) Marla S. Persky

- o*'arm,r L wu;o coragam DU } .
2.3. That the pur pose 01 1"15&5555(&&“&%(\};/‘1"5{1‘ rm'fffb ént Power of
Attorney is granted aré 1pusi':d-w1t] the Corjc poration purposes sct
forth in the charter QI men@ncél (%1 pgrﬁﬁon/(:ompany

2.4. That Mr.(Messis,)

estd(n) autorizado(s) para otorgar el presente Poder.

Cliudad Ridgetield
Estado Connecticut
Hoy 9 Marzo de200 6

is(are) authorized to grark

City Ridgefield \
Siate  Connecticut \
This 9" Yoy or March 2006

--- NOTARIO PUBLICO O FUNCIONARIO AUTORIZADO --- NOTARY PUBLIC OR ATTESTING QOFICIAL ~--

# Los documentos deben identificarse con fecha y origen

© CAVELIER ABOGADOS
WPPODEO]-181 (MINUTA N°(2.1.1.2.6 USA)

* Documents must be identified with date and origin
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Pérsona.lly appeared,

instrument and acknowledged

this 9% day of March,

Marla S. Persky,

2006.

LN \Jéj LYY Z i D)

Y
Jeanne E. ROG\E:RS
/’ Notary Public

. My Commission Expires:
\‘n...

. APOSTILLE
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

COUNLIY: oo,

This public document

has been signed by ...........co.oeeeeemmmiiiei
acting in the capacity of .................ooviiieiiiee
bears the seal/stamp of ...................cooeeiiiiriiiin

© CAVELIER ABOGADOS
WPPODEO - 151 (MINUTA N°12.1.1.2,6 USA)
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signer and sealer of the foregoing
the same to be her free act and deed before me



TRADUCCION OFICIAL No. 15/05.06 preparada por Maria Elvira Martelo, traductora
oficial aprobada por el Ministerio de Justicia mediante resolucion 2879 de 1999 y

reconocida por el Ministerio de Relaciones Exteriores.

A continuacion se traducen los sellos y legalizaciones de un documento de Poder en
inglés y espafiol, por el cual BOEHRINGER INGELHEIM VETMEDICA, INC., sociedad
domiciliada en 2621 North Belt Highway, St. Joseph, MO 6406, Estados Unidos de
America, ratifica la solicitud de patente No. 06.006.798 presentada por Emilio
Ferrero el 25 de enero de 2006 vy otorga poder a EMILIO FERRERQ, GONZALO
PERDOMO, LUZ CLEMENCIA DE PAEZ Y GERMAN CAVELIER.

Dado y firmado el 9 de marzo de 2006 en Ridgefield, Connecticut, E.U.A.

Por Marla S. Persky, Secretaria

Firma: (firma ilegible)

CERTIFICACION NOTARIAL (SOCIEDAD) en inglés y espafiol referente a la
existencia legal de BOEHRINGER INGELHEIM VETMEDICA, INC., y a la capacidad
legal de Marla S. Persky para otorgar poder.

Dado y firmado en la ciudad de Ridgefield

Estado de Connecticut

N
= ) T T e s e
El 9 de marzo de 2006 TCOMG NOTARNY SEATO 1) DEL CirTys
v DU BOGOTA, HAGO CONSYAR QUE (A ")
. FOTOCOEIA COINCIDE GO EL ORIGIRAL
il iy A

Xpiret. 8i™80.de noviembre
UL 2007 ¢

.

(Firma), JEANNE E. ROGERS, Notario Publico, Ml

de 2006. ‘:: 4

MENGEZ gaR.aa,

Al dorso:
VoK RID (R

rumento anterior

(Firmado)

JEANNE E. ROGERS
Notario Plblico

Mi comision expira el 30 de noviembre de 2006

(5§
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APOSTILLA
(Convencion de La Haya del 5 de octubre de 1 961)
1. Pais: Estados Unidos de América
ESTE DOCUMENTO PUBLICO
2. ha sido firmado por JEANNE E. ROGERS
3. actuando en su capacidad de NOTARIO PUBLICO
4. def estado de Connecticut por el término 26 de noviembre de 2001 a 30 de noviembre

de 2006
CERTIFICADO

5. en Hartfod, Connecticut ) 6. el 13 de marzo de 2006
7. por SU.q’JJSAN BYSIEWICZ, Secretario de Estado de Connecticut
8. Numero} 2006-3439

9. Sello: sello del Estado de Connecticut

&

10. Firma: (ﬁrmacl’é), Susan Bysiewicz, Secretario de Estado

Es ftraduccion fiel y completa de la cual se deja copia en esta oficina para su

confrontacion.

/ | & T S
L\;‘/\\Jﬁ LM M‘ g \, e
TRADUCSION No.: 15 /(,-":: D6
r MARIA L VIRA MARTEL QO
COLO 15149-841-001-9 Tro'ducioro e Inrerprera . Oficia
inglés - Espaiiol -~ lhghés ™ -
Res, Mo, 2879 Min. Justicia

WPC 15149 - ID 12

MAR 31/06 o i S e
: SEXTO (2 Bru vy o

e B RO e y N WL

: gs _)t._\o(.(.n.u, HAGO CONSTAR by \’
TOCORA Comepe CON By U:etxiz'%}\: ;

e Wi - '

OUZ 1z v A LA vigTa

g Al



L St gy
e " o

£y L A A

Ttk 4y pud

[

el

LR

Ti Hg‘f“/._;ﬁ £OK

209

g s s
TARIO $ZETG (£ OFL CIRCULD
O TONSTAR QUE LA
IGM BL ORIGHAL




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA 'Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
-/-

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

RECIBO DE CAJA

No. 12 - 120823

Bogota D.C., Noviembre 21 de 2012 - 16:23:35

RECIBIDO DE : CAVELIER ABOGADOS

NI 860.041.367

- *** Soporte del Pago ***

TIPO PAGO BANCO CUENTA No PAGO EECHA PAGO VR PAGO
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 194849805 20/11/2012 11.365.000.00
*** Conceptos Pagados ***
CANT. _BRENTISTICO CONCEPTO Ve UNDITARIO  Vr CONCEPTO
1 50005-01-01 SOLICITUDES 110 PTC_SOLICITUD DE PATENTE DE 590.000.00 590.000.00
NVENCIGN $590.000.00

{

SON: "*QUINIENTOS NO

b{gp_nsable:

\
Recibo de Caja Aplicado al Ex}xiqiente No.

TA'MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

Fecha: 2012-11-23 16:31:12  Dep. 2020 DIR.NUEVASCR
Tra. 11 PATENTEIYII
Act. 523 RESPUESTA

(oLest (S~ 3= dA)

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogoté, D.C.- Colombia
Web: www.slc.gov.co e-mal: Info@slc.gov.co Conmutador: (571) 5870006 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (571) 6513240

, Noviembre 21 de 2012 - 16:23:38

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIAY COMERCIO
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-0000
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Eve: 379 FASENACIONALII
Folios: 157
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO

NIiT : 800.176.089-2
/-

RECIBO DE CAJA No. 12 - 121048

tndustria y Comercio

PERINTENDENCIA Bogota D.C., Noviembre 22 de 2012 - 10:02:25
RECIBIDO DE : CAVELIER ABOGADOS NI 860.041.367
“** Soporte del Pago ***

TIPOPAGO BANCO CUENTA No PAGO EECHA PAGO VR.PAGO.
RECIBO DE CA 999999999 113725 30/10/2012 15.000.00
-£CIBO DE CA 999999999 117347 13/11/2012 315.000.00
RECIBO DE CA 999999999 117385 13/11/2012 960.000.00
RECIBO DE CA 999999999 120833 21/11/2012 ' 60.000.00

‘ *** Conceptos Pagados ***
‘ CANT. RENTISTICO CONCEPTO Vr.UNDITARIO  Vr.CONCEPTO

* A0005-01-01 SOLICITUDES 1607 REIVINDICACION UNITARIA ADICIONAL 30.000.00 1.350.000.00
RPR-S L ENTCAN $T350.000.00

SON: ""UN MILL&OACUTE;N TRESCIENTOS CINCUENTA MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

sssponsatie /\v -— SL}J‘PERIN ENQENCIA DE INDUSTR)
N S V-

S R i J’fr‘,'f ',?;'r' 1
o 2 oo

T PATE 2 p
Ao 4 NTEY)j %2200
*3 RESPUESTA Fornd 9. F S'Eilr/\\]g%ﬁziiﬁ
s: 157

D) ey [T - 4 -89 S

Sede Centro: Carrera 13 No, 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, 0.C.. Colombia

Web: www.slc.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center; {571) 6513240
Nivwmbra 22 da 2012 - 10:02:27




