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REIVINDICACIONES MODIFICADAS EN RESPUESTA A AUTO No. 5741

1. Una formulacidon de vacuna emulsionada que comprende: (i) antigenos,
(ii) un aceite mineral ligero y (iii) un adyuvante particulado que se selecciona del grupo
gue consiste en particulas, micro-particulas o nano-particulas de un polimero
biodegradable, en donde los antigenos presentan titulos mayores a DIEsgy, 10%/ml y en
donde el adyuvante particulado es Chitosan.

2. La formulacion de vacuna emulsionada de conformidad con la
reivindicacion 1, caracterizada porque los antigenos provienen de una o varias cepas
diferentes de uno o varios virus.

3. La formulacién de vacuna emulsionada de conformidad con Ia
reivindicacion 2, caracterizada porque el virus es el virus del PRRS.

4. La formulacion de vacuna emulsionada de conformidad con la
reivindicacion 3, caracterizada porque las cepas aisladas del virus de PRRS tienen al
menos un 80% de similitud con una secuencia de nucledtidos del gen ORF5
seleccionada del grupo que consiste de SEQ. ID. NO: 1, SEQ. ID. NO: 2, SEQ. ID. NO: 3,
SEQ. ID. NO: 4, SEQ. ID. NO: 5, SEQ. ID. NO: 6 y SEQ. ID. NO: 7.

5. La formulacién de vacuna emulsionada de conformidad con Ia
reivindicacion 2, caracterizada porque el virus es el virus de la Diarrea Epidémica
Porcina (DEP).

6. La formulaciéon de vacuna emulsionada de conformidad con Ia
reivindicaciéon 2, caracterizada porque el virus es el virus White spot Syndrome
Baculovirus Complex.

7. La formulacién de vacuna emulsionada de conformidad con Ia
reivindicacion 1, caracterizada porque los antigenos provienen de una o varias cepas
diferentes de una o varias bacterias.

8. La formulacién de vacuna emulsionada de conformidad con Ia

reivindicacion 7, caracterizada porque los antigenos provienen de una o varias cepas



diferentes de una o varias bacterias seleccionadas del grupo que consiste en:
Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Escherichia coli, Corynebacterium
pyogenes y Mycoplasma bovis.

9. La formulacion de vacuna emulsionada de conformidad con Ia
reivindicacion 7, caracterizada porque los antigenos provienen de una o varias cepas
diferentes de Actinobacillus pleuropneumoniae.

10. La formulacién de vacuna emulsionada de conformidad con la
reivindicacion 1, caracterizada porque los antigenos provienen de una o varias cepas
diferentes de uno o varios protozoarios.

11. La formulacién de vacuna emulsionada de conformidad con la
reivindicacion 10, caracterizada porque los antigenos provienen de una o varias cepas
diferentes de uno o varios protozoarios seleccionados del grupo que consiste en:
Eimeria tenella, Eimeria acervulina y Eimeria maxima.

12. La formulacién de vacuna emulsionada de conformidad con la
reivindicacion 1, caracterizada porque los antigenos provienen de toxinas producidas
por hongos.

13. La formulacién de vacuna emulsionada de conformidad con la
reivindicacion 1, caracterizada porque los antigenos provienen de una mezcla de
antigenos de una o varias cepas diferentes de uno o varios virus, una o varias bacterias
0 uno y varios protozoarios.

14. La formulacién de vacuna emulsionada de conformidad con la
reivindicaciéon 1, caracterizada porque los antigenos provienen de Escherichia coli,
Salmonella spp., Clostridium perfringens, Rotavirus spp y Coronavirus spp.

15. La formulacidn de vacuna emulsionada de conformidad con la
reivindicacion 1, caracterizada porque los antigenos provienen de Escherichia coli,
Rotavirus spp. y Coronavirus spp.

16. La formulacion de vacuna emulsionada de conformidad con cualquiera

de las reivindicaciones 1 a 16, caracterizada porque el aceite mineral ligero es Marcol.



17. La formulacion de vacuna emulsionada de conformidad con cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 16, caracterizada porque ademds comprende un agente
emulsionante.

18. La formulacién de vacuna emulsionada de conformidad con la
reivindicacion 17, caracterizada porque el agente emulsionante se selecciona del grupo
que consiste en: Monooleato de polioxietileno Sorbitan (Tween 80), Sorbitadn
Monooleato de Sorbitan (Span 80) o una mezcla de los mismos.

19. Un proceso para la extraccion, deslipidizacion y concentracion de
inmunoglobulinas a partir de yema de huevo proveniente de gallinas hiperinmunizadas
con la formulacién de vacuna emulsionada segun las reivindicaciones 1 a 18,
caracterizado porque comprende los siguientes pasos:

a) Se diluye la yema 1:4 6 1:8 (sin la clara) con azida de sodio al 0.01 % y se
almacena en refrigeracién por lo menos durante todo el dia.

b) Se separa el sobrenadante y se agrega hidroxipropilmetilcelulosaftalato
(HPMCP) del 1 al 15% en proporcién de 0.25 ml por cada 100 ml de yema. Se deja
reposar por lo menos 24 horas.

c) Se separa la capa de lipidos que se forma en la parte superior de la
solucidn y se filtra la parte acuosa.

d) Se adiciona PEG en una proporcién del 5 al 30% P/V, se mezcla y se deja
reposar al menos durante 4 a 12 horas a 4°C.

e) Se centrifuga por 20 a 30 minutos y se quita el sobrenadante.

f) La pastilla resultante se solubiliza con PBS o buffer TRIS, a un volumen
equivalente al 10% del volumen original.

20. El proceso para la extraccién, deslipidizacién y concentracién de
inmunoglobulinas de conformidad con la reivindicacion 19, en donde la yema 1:4 6 1:8
(sin la clara) diluida con azida de sodio al 0.01% en el paso (a), se almacena en

refrigeracion de 12 a 24 horas.



21. El proceso para la extraccion, deslipidizacion y concentracion de
inmunoglobulinas de conformidad con la reivindicacién 19, en donde en el paso (d) se
adiciona PEG8000 en una proporcién del 5 al 30% P/V.

22. Una formulacién concentrada de inmunoglobulinas IgY de origen aviar
obtenida por el proceso de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 19 a 21.

23. La formulacién concentrada de inmunoglobulinas IgY de origen aviar de
conformidad con la reivindicacién 22, caracterizada porque comprende de 0.8% a 5%
de inmunoglobulinas IgY neutralizantes del virus.

24. La formulacién concentrada de inmunoglobulinas IgY de origen aviar de
conformidad con la reivindicacidn 23, caracterizada porque las inmunoglobulinas IgY
neutralizan al virus de PRRS.

25. La formulacidn concentrada de inmunoglobulinas IgY de origen aviar de
conformidad con la reivindicacién 23, caracterizada porque las inmunoglobulinas IgY
neutralizan al virus de PED.

26. La formulacidn concentrada de inmunoglobulinas IgY de origen aviar de
conformidad con la reivindicacién 23, caracterizada porque las inmunoglobulinas IgY
neutralizan al rotavirus.

27. La formulacion concentrada de inmunoglobulinas IgY de origen aviar de
conformidad con Ila reivindicacién 23, caracterizada porque las inmunoglobulinas IgY
neutralizan a las bacterias de la pleuropneumoniae en porcinos.

28. La formulacidn concentrada de inmunoglobulinas IgY de origen aviar de
conformidad con la reivindicacién 23, caracterizada porque las inmunoglobulinas IgY
neutralizan a las bacterias que provocan la mastitis bovina.

29. La formulacién concentrada de inmunoglobulinas IgY de origen aviar de
conformidad con la reivindicacién 23, caracterizada porque las inmunoglobulinas IgY

neutralizan a las toxinas provocadas por tricotecenos.



30. La formulacién concentrada de inmunoglobulinas IgY de origen aviar de
conformidad con la reivindicacién 23, caracterizada porque las inmunoglobulinas IgY
neutralizan a los protozoarios de la coccidiosis.

31. La formulacidn concentrada de inmunoglobulinas IgY de origen aviar de
conformidad con la reivindicacién 23, caracterizada porque comprende al menos el 1%
de inmunoglobulinas IgY neutralizantes del virus que causa el PRRS.

32. La formulacidn concentrada de inmunoglobulinas IgY de origen aviar de
conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 22 a 31, caracterizada porque es
una solucion acuosa.

33. La formulacién concentrada de inmunoglobulinas IgY de origen aviar de
conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 22 a 32, caracterizada porque
ademas comprende de 0.001% a 0.03% de conservadores.

34. La formulacién concentrada de inmunoglobulinas IgY de origen aviar de
conformidad con la reivindicacidon 22, caracterizada porque se encuentra adaptada
para ser administrable por la via subcutdnea, via oral y con el alimento, intramuscular y

parenteral a cerdos y bovinos.



Sefores

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIAY COMERCIO

DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

E. S. D.

Re: Expediente N2. NC2017/0002614
Solicitud de Patente de Invencién Fase Nacional “VACUNA EMULSIONADA
PARA OBTENER FORMULACIONES DE INMUNOGLOBULINAS lgY
CONCENTRADAS; PROCESOS Y USOS DE LAS MISMAS”
Solicitante: INVESTIGACION APLICADA, S.A. DE C.V.
Nuestra Re: P2017/000004

RESPUESTA AL OFICIO No. 5741 NOTIFICADO POR FIJACION EN LISTA DEL 24 DE ABRIL
DE 2016
(EXAMEN DE FORMA)

J. IAN RAISBECK, mayor de edad y vecino de Bogota, D.C., identificado tal como aparece
al pie de mi firma, en mi cardcter de apoderado de la sociedad solicitante, me permito
manifestar lo siguiente ante el auto emanado por ese Despacho, dentro del periodo de

prorroga previsto en el articulo 39 de la Decisién 486, en l0s siguientes términos:

1. Aporto junto con este memorial copia de la cesidon de inventores a la sociedad
solicitante. De esta manera doy cumplimiento a lo estipulado por el Articulo 26 de la
Decision 486.

I”

2. a. Ese Despacho manifiesta que la referencia a “marcol” en el Capitulo
Descriptivo no define el producto porqgue su composicién puede cambiar con el paso

del tiempo aunque conserve el mismo nombre.

b. Con el objeto de superar la objecion planteada presento una nueva

Descripcion en donde se presenta la descripcidon del producto identificado bajo el
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término “Marcol 52”. Especificamente, se incluye en la pagina 11 de la Descripcidn

que:

“El Marcol 52 es una mezcla purificada de hidrocarburos liquidos
saturados. Es un liquido aceitoso incoloro, transparente y es esencialmente inodoro y
sin sabor. Se obtiene del petréleo a través de varias etapas de refinacion, incluyendo

una purificacion final por hidrogenacion catalitica.

Marcol 52 se fabrica para superar los requisitos de pureza de las
Farmacopeas. Debido a su inercia quimica superior, demuestra un mejor color y
estabilidad oxidativa que la mayoria de los aceites minerales y vegetales, cuando se

almacena y se usa bajo condiciones controladas.

Los aceites blancos se fabrican y controlan segun el sistema de gestién de
fa  calidad del producto en ISO 9000 o  equivalente.”  (ver

https://www.mobil.com/english-gr/specialties/pds/glxxmarcol-52)

Adicionalmente, se incluyen en la Descripcion las especificaciones del

Marcol 52 de acuerdo con el certificado expedido del distribuidor, como sigue:

Prueba. Resultado Unidad Especificacion
Densidad relativa (15/15): 0.83
Densidad 20 °C 0.826 g/cm® 0.825-0.834
indice de Refraccién 20 °C 1.4 1.457-1.460
Viscosidad cinematica 40 7.4 mm?/s 7.0-8.0
°C

De esta manera, la Descripcion proporciona informacién técnica
suficiente para que el versado en la materia pueda comprender y reproducir la

invencion, y solicito se tenga por superada la objecidn sobre el particular.

3. a. El Examinador considera que las Reivindicaciones 1 a 10 no estdn
debidamente sustentadas en la Descripcidén, y sugiere limitar el alcance de Ia
proteccién reclamada a una generalizacion razonable de aquellas composiciones que

fueron elaboradas y probadas.
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b. En respuesta a esta observacion, presento un nuevo Pliego
Reivindicatorio con 34 Reivindicaciones, en donde se ha limitado el alcance de la
Reivindicacion 1 mediante la incorporacion de las caracteristicas de las anteriores

Reivindicaciones 17 y 19. De esta manera, ahora la nueva Reivindicacién 1 reclama:

1 Una formulacién de vacuna emulsionada que comprende: (i)
antigenos, (i) un aceite mineral ligero vy (iii) un adyuvante particulado
que se selecciona del grupo que consiste en particulas, micro-particufas
o nano-particulas de un polimero biodegradable, en donde los antigenos
presentan _titulos mayores a DIfses 10°/mi v en donde el adyuvante
particulado es Chitosan.

La modificacién anterior se encuentra sustentada por la Descripcidn vy,
mas particularmente en la pagina 17 lineas 5-6; pagina 21 lineas 26-28; pagina 25 linea
22 a pagina 26 linea 8 (Ejemplo 3} de la Descripcion, y en las Reivindicaciones 1 a3y 17
originalmente presentadas ante ese Despacho, correspondientes a la solicitud de

patente internacional PCT, tal y como fue presentada y publicada.

Las modificaciones incorporadas a la nueva Reivindicacion 1 limitan de
manera adecuada el alcance de la invencién, por cuanto establecen los antigenos que
fueron empleados en las composiciones preparadas probadas. Adicionalmente, con el
fin de facilitar el tramite, se han limitado los posibles adyuvantes a chitosan

Unicamente.

No obstante, el aceite mineral no se limita a un grupo particular dado
que el aspecto relevante en cuanto a su incorporacidon en las formulaciones es su
funcién para emulsificar las mismas. Por lo tanto, el técnico medio razonablemente
podrd seleccionar aceites minerales para la preparacién de las formulaciones sin
realizar un esfuerzo inventivo y sin ir mas alld del concepto inventivo desarrollado por
el solicitante. Es preciso tener en cuenta que cualquier limitacién a posibles aceites
minerales llevara a una limitacion injustificada de la proteccién a modalidades
particulares de la invencién en las que se seleccione cualquier otro acetite mineral

alternativo y que cumpla la funcién de emulsificar las formulaciones.
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4. a. Ese Despacho solicita el pago de la tasa correspondiente a cada

Reivindicacidn adicional a la ndmero 10.

b. Informo que aporto junto con este memorial copia del pago por 24

Reivindicaciones adicionales realizado a través de la plataforma SIPI.

5. Teniendo en cuenta que el solicitante ha atendido de manera completa al
requerimiento, respetuosamente solicito se proceda a la publicacion de la presente

solicitud en [a Gaceta de Propiedad Industrial.

Sin perjuicio de los argumentos y modificaciones allegados en esta oportunidad,
respetuosamente me permito sefialar a ese Despacho que segun lo estipulado por la
Decision 486, Articulo 39, la solicitud solo caerd en abandono si “o la expiracion def
término sefalado, el solicitante no completa los requisitos indicados”; siendo tales
requisitos los sefialados en los Articulo 26 y 27 de la misma Decisidén. Asi las cosas, en
el evento que ese Despacho considere que a pesar de las modificaciones realizadas,
persisten cuestiones subsanables sobre claridad, no habrd lugar a un abandono de la
solicitud pues ésta cumple con lo dispuesto en los Articulos 26 y 27 de la Decisién 486,
y cualquier objecion adicional debera ser trasladada dentro del marco del Examen de

Patentabilidad.

Atentamente,

(AR

J. IAN RAISBECK
C.C. 797376.996 de Bogota D.C.
T.P. 135.799 del C. S. de la J.

Anexos

- Pliego Reivindicatorio
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raisbeck & castro

ASSIGNMENT

LUCIO DECANINI, Eduardo y
MORALES GARZON, José Andrés

by means of this document and in consideration
of the payment by the Assignee to the Assignor of
a good and valuable consideration, assign to

INVESTIGACION APLICADA, S.A. DE C.V.
A Corporation organized under the laws of the

United Mexican States

Domiciled in

Calle 7 Norte No. 416, Col. Centro, CP 75700,
Tehuacan, PUEBLA

(hereinafter referred to as the “ASSIGNEE”.),

All our rights, title and interest in and to our
invention for a new and useful improvement
entitled and as fully set forth and described in:

EMULSIFIED VACCINE TO OBTAIN
FORMULATIONS OF CONCENTRATED IGY
IMMUNOGLOBULINS; PROCESSES AND USES
FOR THE SAME
Contained in PCT International Application No.:

PCT/1B2014/064028

So far as the Republic of Colombia is concerned.

CESION

por medio de la presente y a cambio del pago de
una contraprestacion econémica, cedemos a

una Sociedad organizada bajo las leyes de los

domiciliada en

(de ahora en adelante el “CESIONARIO”.),
todos nuestros derechos, titulo e interés sobre
nuestra invencién tal como describe en:

Contenida en la Solicitud Internacional PCT No.

En lo que concierne a la Republica de Colombia.
Lugar y fecha:

LUCIO DECANINI, Bduard

AV

MORALES GARZONJosé Andrés
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REIVINDICACIONES MODIFICADAS EN RESPUESTA A AUTO No. 5741

1. Una formulacién de vacuna emulsionada que comprende: (i) antigenos,
(i1) un aceite mineral ligero vy (iii}) un adyuvante particulado que se selecciona del grupo
que consiste en particulas, micro-particulas © nano-particulas de un polimero
biodegradable, en donde los antigenos presentan titulos mayores a DIEspy 10%/ml y en
donde el adyuvante particulado es Chitosan.

2. La formulacién de vacuna emulsionada de conformidad con la
reivindicacion 1, caracterizada porque los antigenos provienen de una o varias cepas
diferentes de uno o varios virus.

3. ta formulacidon de vacuna emulsionada de conformidad con la
reivindicacion 2, caracterizada porgque el virus es el virus del PRRS.

4. La formulacién de vacuna emulsionada de conformidad con la
reivindicacion 3, caracterizada porque las cepas aisladas del virus de PRRS tienen al
menos un 80% de similitud con una secuencia de nucledtidos del gen ORF5S
seleccionada del grupo que consiste de SEQ. ID. NO: 1, SEQ. ID. NO: 2, SEQ. ID. NO: 3,
SEQ. ID. NO: 4, SEQ. ID. NO: 5, SEQ. ID. NO: 6 y SEQ. ID. NO: 7.

5. La formulacién de vacuna emulsionada de conformidad con la
reivindicacion 2, caracterizada porque el virus es el virus de la Diarrea Epidémica
Porcina (DEP).

6. La formulacidn de vacuna emulsionada de conformidad con Ia
reivindicacion 2, caracterizada porque el virus es el virus White spot Syndrome
Bacufovirus Complex.

7. La formulacién de vacuna emulsionada de conformidad con Ia
reivindicacion 1, caracterizada porque los antigenos provienen de una o varias cepas
diferentes de una o varias bacterias.

8. lLa formulacién de vacuna emulsionada de conformidad con la

reivindicacion 7, caracterizada porque los antigenos provienen de una o varias cepas



diferentes de una o varias bacterias seleccionadas del grupo que consiste en:
Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Escherichia coli, Corynebacterium
pyogenesy Myéop!asma bovis.

9. La formulacién de vacuna emulsionada de conformidad con la
reivindicacion 7, caracterizada porque los antigenos provienen de una o varias cepas
diferentes de Actinobacillus pleuropneumoniae.

10. La formulacién de vacuna emulsionada de conformidad con Ia
reivindicacién 1, caracterizada porque los antigenos provienen de una o varias cepas
diferentes de uno o varios protozoarios.

11. La fo-rmu[acién de vacuna emulsionada de conformidad con la
reivindicacion 10, caracterizada porque los antigenos provienen de una o varias cepas
diferentes de uno o varios protozoarios seleccionados del grupo que consiste en:
Eimeria tenella, Eimeria acervulina y Eimeria maxima.

12. La formulacidon de vacuna emulsionada de conformidad con la
reivindicacién 1, caracterizada porque los antigenos provienen de toxinas producidas
por hongos.

13. La formulacién de vacuna emulsionada de conformidad con la
reivindicacién 1, caracterizada porque los antigenos provienen de una mezcla de
antigenos de una o varias cepas diferentes de uno o varios virus, una o varias bacterias
O uno y varios protozoarios.

14. la formulacién de vacuna emulsionada de conformidad con la
reivindicacion 1, caracterizada porque los antigenos provienen de Escherichia coli,
Salmonella spp., Clostridium perfringens, Rotavirus spp y Coronavirus spp.

15. La formulacién de vacuna emulsionada de conformidad con la
reivindicacion 1, caracterizada porque los antigenos provienen de Escherichia coli,
Rotavirus spp. y Coronavirus spp.

16. La formulacion de vacuna emulsionada de conformidad con cualquiera

de las reivindicaciones 1 a 16, caracterizada porque el aceite mineral ligero es Marcol.



17. La formulacioén de vacuna emulsionada de conformidad con cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 16, caracterizada porque ademas comprende un agente
emulsionante.

18. La formulacién de vacuna emulsionada de conformidad con la
reivindicacién 17, caracterizada porque el agente emulsionante se selecciona del grupo
que consiste en: Monooleato de polioxietileno Sorbitan (Tween 80), Sorbitén
Monooleato de Sorbitan (Span 80} o0 una mezcla de los mismos.

19. Un proceso para la extraccion, deslipidizacion y concentracion de
inmunoglobulinas a partir de yema de huevo proveniente de gallinas hiperinmunizadas
con la formulacién de vacuna emulsionada segun las reivindicaciones 1 a 18,
caracterizado porque comprende los siguientes pasos:

a) Se diluye [a yema 1:4 6 1:8 (sin la clara) con azida de sodio al 0.01 % y se
almacena en refrigeracion por lo menos durante todo el dia.

b) Se separa el sobrenadante y se agrega hidroxipropilmetilcelulosaftalato
(HPMCP} del 1 al 15% en proporcién de 0.25 ml por cada 100 ml de yema. Se deja
reposar por [o menos 24 horas.

c) Se separa la capa de lipidos que se forma en la parte superior de la
solucion y se filtra la parte acuosa.

d) Se adiciona PEG en una proporcién del 5 al 30% P/V, se mezcla y se deja
reposar al menos durante 4 a 12 horas a 4°C.

e) Se centrifuga por 20 a 30 minutos y se quita el sobrenadante.

f) La pastilla resultante se solubiliza con PBS o buffer TRIS, a un volumen
equivalente al 10% del volumen original.

20. El proceso para la extraccion, deslipidizaciéon y concentraciéon de
inmunoglobulinas de conformidad con ia reivindicacién 19, en donde iz yema 1:4 ¢ 1:8
(sin la clara) diluida con azida de sédio al 0.01% en el paso (a), se almacena en

refrigeracién de 12 a 24 horas.



21. El proceso para la extraccion, deslipidizacién y concentracion de
inmunoglobulinas de conformidad con la reivindicacion 19, en donde en el paso {d) se
adiciona PEG8000 en una proporcién del 5 al 30% P/V.

22. Una formulacién concentrada de inmunoglobulinas IgY de origen aviar
obtenida por el proceso de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 19 a 21.

23. La formulacién concentrada de inmunoglobulinas IgY de origen aviar de
conformidad con [a reivindicacién 22, caracterizada porque comprende de 0.8% a 5%
de inmunoglobulinas IgY neutralizantes del virus.

24. La formulacion concentrada de inmunoglobulinas IgY de origen aviar de
conformidad con la reivindicacién 23, caracterizada porque las inmunoglobulinas IgY
neutralizan al virus de PRRS.

25. La formulacién concentrada de inmunoglobulinas IgY de origen aviar de
conformidad con la reivindicacion 23, caracterizada porque las inmunoglobulinas 1gY
neutralizan al virus de PED.

26. La formulacién concentrada de inmunoglobulinas IgY de origen aviar de
conformidad con la reivindicacidon 23, caracterizada porque las inmunoglobulinas IgY
neutralizan al rotavirus.

27. La formulacién concentrada de inmunoglobulinas IgY de origen aviar de
conformidad con la reivindicacién 23, caracterizada porque las inmunoglobulinas Igy
neutralizan a las bacterias de la pleuropneumoniae en porcinos.

28. La formulacion concentrada de inmunoglobulinas 1gY de origen aviar de
conformidad con la reivindicacion 23, caracterizada porque [as inmunoglobulinas 1gY
neutralizan a las bacterias que provocan la mastitis bovina.

29. La formulacién concentrada de inmunoglobulinas IgY de origen aviar de
conformidad con la reivindicacion 23, caracterizada porque las inmunoglobulinas IgY

neutralizan a las toxinas provocadas por tricotecenos.



30. La formulacién concentrada de inmunoglobulinas IgY de origen aviar de
conformidad con la reivindicacién 23, caracterizada porgque las inmunoglobulinas IgY
neutralizan a los protozoarios de la coccidiosis.

31. La formulacidn concentrada de inmunoglobulinas IgY de origen aviar de
conformidad con la reivindicacidn 23, caracterizada porque comprende al menos el 1%
de inmunoglobulinas IgY neutralizantes del virus que causa el PRRS.

32. La formulacién concentrada de inmunoglobulinas IgY de origen aviar de
conformidad con. cualquiera de las reivindicaciones 22 a 31, caracterizada porgque es
una solucién acuosa.

33. La formulacién concentrada de inmunoglobulinas IgY de origen aviar de
conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 22 a 32, caracterizada porque
ademas comprende de 0.001% a 0.03% de conservadores.

34. La formulacién concentrada de inmunoglobulinas IgY de origen aviar de
conformidad con la reivindicacién 22, caracterizada porque se encuentra adaptada
para ser administrable por la via subcutanea, via oral y con el alimento, intramuscular y

parenteral a cerdos y bovinos.



VACUNA EMULSICNADA PARA OBTENER FORMULACIONES DE
INMUNCOGLOBULINAS IgY CONCENTRADAS; PROCESOS Y USOS DE LAS
MISMAS.

CAMPO TECNICO DE LA INVENCION

La presente invencidn se relaciona con el campo de la
medicina wveterinaria, en particular con el tratamiento de
enfermedades en animales, vy mas especificamente con la
prevencidn o tratamiento del Sindrome Respiratorio vy
Reproductivo © PRRS (por las siglas del Inglés, Porcine
Reproductive and Respiratory Syndrome) en los porcinos, la
Diarrea Epidémica Porcina‘(DEP), el sindrome de la mancha
blanca en camardn, mastitis bovina, lag infecciones
producidas por Actinobacillus pleuropneumoniae en porcinos,
las coccidiosis en aves y las intoxicaciones producidas por
toxinas de los hongos, mediante la administracidén de una
formulacidén de inmunoglobulinas concentrada de origen
aviar, obtenida de vyema de huevo proveniente de gallinas
previamente hiperinmunizadas con una formulacién de vacuna
emulsionada que comprende antigenos, un aceite mineral
ligere vy un adyuvante particuladd gque consiste en

particulas de un polimero biodegradable.
ANTECEDENTES

La sanidad de los animales es la clave principal para
obtener alimentos sanos y de calidad. Es por ello gue el
control de las enfermedades y el empleo de todas las

herramientas disponibles para ello resulta ser de suma



importancia. La vacunacién es una herramienta més de las
muchas que se emplean ‘diariamente en las granjas,
existiendo otras como medidas de bioseguridad para evitar
1la entrada de patdgenos provenientes de otras
explotaciones, la aplicacién de pautas de higiene y el
manejo de los animales para reducir la diseminacién de
enfermedades entre‘los animales de la misma explotacidn,
control estricto de la alimentacidn, © la creacidén de un
ambiente confortable para los animales de la granja.

No obstante a la fecha existen enfermedades gque no ha
sido posible controlar de manera adecuada. Dentro de estas
enfermedades se encuentran las producidas por los virus,
tal como la ocasicnada por el virus del Sindrome
Respiratorio vy Reproductivo del Cerdo, gque es  una
enfermedad severa en los porcincs, la cual fue reportada en
los Estados Unidos en 1987 y posteriormente se identificd
en muchos otros paises europeos. En 1991, en Holanda se
reportd el aislamiento del agente etioldgicce llamiandole
virus Lelystad y debido a la sintomatclogia que presentaban
los cerdos se le .conocia como Sindreme Respiratorio y/o
Aborto Epidémico del Cerdo.

Otra enfermedad viral que no ha sido posible controlar
es la Diarrea Epidémica Porcina (PED), la cual es una
enfermedad viral exclusiva de los porcinos, muy contagiosa
v en la mayoria de las veces ocasiona la muerte. Esta
enfermedad afecta el sistema digestivo v los lechones
mueren en un periodo de 3-5 dias a causa de la diarrea vy
deshidratacidn.

Otra enfermedad més es la ocasionada peor el virug del

sindrome de la mancha blanca (WSSV), principal patdgeno del



camardén y responsable de grandes pérdidas de produccidn y
gananciag en esta industria a nivel mundial. Hasta ahora no
existe ningln fratamiento efectivo para controlar la
infeccidn.

El tratamiento de las enfermedades causadas por
coronavirus y rotavirus bovino también resulta de interés.

Por otra parte encontramos las enfermedades
ocasionadas por bacterias, tal como la mastitis bovina que
produce una inflamacidén de la glandula mamaria y sus
tejidos secretores, reduciendo la produccidn del volumen de
leche vy alterando su composicidn, e incluse su sabor,
ademés de elevar su carga bacteriana normeal. De acuerdo con
su duracidén, se puede c¢lasificar en aguda o crdénica. En
relacidn a sus manifestaciones clinicas, puede ser clinica
o subclinica. Esta enfermedad provoca graves pérdidas
econdmicas a la industria lechera.

También encontramos las enfermedades provocadas por el
Actinobacillus pleuropneumoniae, bacteria responsable AJde
problemas respiratorios en porcines con distribucidn
mundial, conociéndose desde hace 50 aflos, y teniendo una
elevada incidencia desde los afios 80, siendo frecuente en
unidades de engorde. Responsable primario de la
‘Pleuroneumonia porcina, asi como  agente involucrado
directamente dentro del Complejo Respiratorie Porcino. Es
una enfermedad de elevada diseminacidn, altamente
contagiosa y en muchas ocasiones letal en porcinos desde el
destete al sacrificio. Provoca en el 30-50% de los porcinos
una pleuritis fibrinosa con adherencias costales bastante
caracteristicas v elevada mortalidad en cuadros agudos, con

elevade retraso del crecimiento en las formas crénicas.



Ademés se ha encontrado que el Actinobacillus
pleurcpneumoniae estd invelucrade en cuadros de otitis
media, artritis y osteomielitis.

El tratamientc de las enfermedades causadas por E.
coli, Salmonella spp. y Clostridium perfringens también esg
de interés para la salud de los animales.

Por otra parte, tenemos la coccidiosis gque es una
enfermedad infeccicsa producida por parasitos de vida
intracelular estricta de los génercs Eimeria spp. e
ITsospora spp. Las coccidlas son ommipresentes pues existen
en la mayoria de las instalaciones pecuarias alrededor del
mundo. Estos parasitos pueden infectar a una gran variedad
de animales incluyendo humanos, aves, rumiantes, cerdos,
perros, gatos y otros animales domésticos, sin embargo, en
la mayoria de los casos las coccldias son especies
especificas.

Adicionalmente otro problema de salud que enfrenta la
industria pecuarlia son las ocasionadas por tricotecencs,
toxinas producidas por varios hongos Fusarium,
particularmente Fusarium graminearum v Fusarium
sporotrichioides. Se producen en cosechas y entran al
alimento a través de ingredientes contaminados. Losg
Tricotecenos son irritantes tisulares comprobados v su
ingesta se asoclia principalmente con lesicnes orales,
dermatitis e irritacidén intestinal. La principal respuesta
fisioldégica a estas micotoxinas es la pérdida del apetito.
Los tricotecenos son micotoxinas suprescoras fuertes que
afectan la respuesta celular inmune con un impacto directo

sobre la médula, el bazo, los tejides linfeoides, el timo vy



la mucosa intestinal, en donde se lesionan las células gue

se dividen activamente.

Para el control preventivo de todas estas
enfermedades, existen biasicamente dos formas de proteccidn.
Se les puede exponer a antigenos derivados de un agente
infecciloso para estinular una reaccidon inmunitaria
protectora © bien se les puede administrar un anticuerpo
preformado que se haya obtenido de algln sujeto inmune.

La primera forma de proteccién se logra por medio de
vacunas  que pueden ser de diferentes clases:
microorganismos vivos, liofilizados, 0 muertos en
emulsiones oleosas, vy recientemente la creacidn de vacunas
clonadas vy recombinantes. Cada una de ellas presenta
ventajas y desventajas en cuanto a proteccién, respuesta
inmune vy duracidén de la proteccidn. 8in embargo, se ha
encontrado gque en algunos casos se presentan lesicnes
indeseadas en el huésped a causa del virus vacunal (Tizard,
I.R. 1598. Vacunacidn ¥ vacunas In: Inmunclogia
Veterinaria. 5% Ed. Mc. Graw-Hill. Pp.285-305).

La segunda forma de proteccidén también llamada
inmunidad pasiva involucra la transmisidn de anticuerpos
especificos contra agentes infecciosos a un huésped.

Tradicionalmente, a nivel de investigacidn, los
anticuerpos son elaborados principalmente en mamiferos y en
menor frecuenclia en aves. Los tipos de anticuerpos gque
regularmente se elaboran en mamiferos son monoclonales vy
policlonales, y policlonales en aves (Larsson, et al 1993.
Chicken antibodies: taking advantage of evolution. A review

Poultry Sci.72: 1807-1812).



En el caso de las aves, la especie Gallus gallus
domesticus (gallos y gallinas) es la fTnica especie de la
cual se obtienen anticuerpos en forma més accesible vy de
manera altamente definida. El principal anticuerpo sérico
presente en dicha especie es la 1gG@ aungque la 1lgG es
transportada al huesvo de una manera similar a la
transferencia de la 1g@ de mamiferos a través de la
placenta.

En el huevo, la inmunoglobulina Y (IgY¥Y) se encuentra
en mayor concentracidén en la yema, no obstante también se
encuentran peguefias cantidades de IgY en la clara. Incluso
se ha encontrado gque las cantidades de Ig¥ sgon mayores en
la yema cue en el suero de la gallina (Larsson, et al 15893,
Chicken antibodies: taking advantage of evolution. A review
Poultry Sci.72: 1807-1812).

Para tener una nocidn de la cantidad de anticuerpos
gue elaboran las gallinas, basta seflalar que una ponedora
produce aproximadamente de 5 a & huevos por semana con un
volumen de yema de aproximadaments de 15 ml, por lo tanto,
en una semana una gallina puede llegar a producir
anticuerpos en yema equivalente a 9¢ a 100 ml de suero o©
180 a 200 ml de sangre completa. Esto al compararse contra
los 20 ml de sangre completa que otorga un conejo
inmunizado por semana permite apreciar claramente la
eficiente productividad de los anticuerpos en vyema de
huevo. Obviamente si se utilizan animales mé&s grandes como
caballos o wvacas, la cantidad de suero y de anticuerpos
seria mayor que en el huevo, pero ademids de gque el
procedimiento es costoso también es més deloroso para los

animales.



Entre las ventajas de los anticuerpos de yema de huevo
de gallina se encuentran:

i. No fijan el complemento.

2. No se unen a la Proteina 2& de Staphilococcus
aureus.

3. No reaccilona con el Factor Reumatoide.

4. Debido a su diferencia filogenética con los
anticuerpcs de mamiferos, la IgY no muestra reaccidn
cruzada con los anticuerpos de mamiferos.

5. Bajo costo de obtencidn.

En aflos reclentes se han empleado los anticuerpos de
vema de huevo (inmunoglcobulinas) comoe herramientas de
diagndstico y terapia (Schmidt, et al. 1889%). Es asi que
aprovechando su diferencia filogenética con las
inmunoglobulinas de wmamifercos, las Ig's han presentado
varias ventajas cuando se han usado en inmuncdiagndstico.
Por ejemplo, las Ig's de yema se han empleado para detectar
varios virus mediante las téonicas de ELISA,
inmunodifusidn, = inmunofluorescencia v fijacidn de
complemento. Dade su bajo punto isceléctrico comparadoe con
la Ig de humanos, se ha empleado en ensayos de
electroforesis para la cuantificacidén de inmunoglobulinas
en suero de varios animales (Altschuh, D. et al. 1984.
Determination of IgG and IgM levels in serum by Rocket
Immunoelectrophoresis using yolk antibodies from immunized
chickens. J. Immunclog. Methods. 69:1-7; Larsson, A. et al.
1888. Chicken antibodies: a tool to aveld false positive
results by rheumatoid facter in latex fixation tests. J.
Immunol. Methods. 108:205-208; Larsson, A. et al. 1992.

Chicken antibeodies: a tocl to aveoid Interference by



complement activation in ELISA. J. Immunol. Methods. 156:
79-83.; Larsson, et al 1$8%3. Chicken antibodies: taking
advantage of evolution. A review Poultry Sci.72: 1807-1812;
Schade, R. et al 19%6. The production of avian {(Egg yolk)
antibodies: IgY. Atla.24:925-334).

En cuanto a su aplicacidn terapéutica, las IgY se han
empleadoc como inmunoterapi-a en diferentes campos de la
ciencia como por ejemplo la administracidn de
inmunoglcbulinas de vema de huevo por via oral ha prevenido
infecciones por rotavirus en ratones, bovinos, y porcinos
entre otros (Tkemeori, Y. et al. 1%%2. Protection of
neonatal calves against fatal enteric colibacillosis by
administration of egg yolk powder from hens immunized with
I1<99-pillated enterotoxigenic Escherichia coli.
Am.J.Vet.Res.53:2005-2008; XKuroki, M. et al 1994. Passive
protection against bovine rotavirus in calves by specific
immunoglobulins from chicken egg yolk. Arch. Virol. 138:
143-148; Marquart, R. 1998. Antibody-loaded eggs for
piglets: prevention of baby pigs from diarrhea. Proc. ond
international Symposium on Egg Nutrition and Newly Emerging
Ovo-Technologies. Alberta, Canada).

Incluso las inmunoglobulinas IgY de yema de huevo se
han empleado como antivenencs contra viboras y escorpiones
log cuales se pueden inyvectar para neutralizar las toxinas
sin riesgo de las reacciones anafilécticas comunes
encontradas con los antivenencs elaborados en caballo
(Larsson, et al 1993. Chicken antibodies: taking advantage
of evoluticon. A review Poultry 8ci.72: 1807-1812). Una
aplicacidén mé&s ha sido para prevenir la caries en humanos

provocada por Streptococcus mutans (Hatta, H. et al. 1997.



Passive Immunization Against Dental Plague Formation in
Humans: Effect of a Mouth Rinse containing Egg Yolk
Antibodies (IgY) Specific to Streptococcus mutans.
Caries.Res.31:268-274) .

En el caso de las enfermedades en animales antes
menciconadas, a lo largo del tiempo se han desarrollado
numerosas medidas de control y prevencién debide a la
extensidn y repercusidn econdmica de dichas enfermedades.
Entre las estrategias para combatirlas se encuentran las
vacunas inactivadas vy las vacunas a virus vivo. Sin
embargo, ninguna de estas estrategias ha sido 100% eficaz.

En el caso esgpecifico de los virus de RNA como el
virus del PRRS o el wvirus de PED la falta de control se
debe en gran parte a su alto indice de mutacidén. Esta es
una caracteristica en comin entre los virus de RNA a
consecuencia de la falta de actividad de proofreading de la
RNA polimerasa. Entonces, esta falla junto con la rapida
cinética de replicacidn del virus incrementan el riego de
mutacién'y surgimiento de cuasiespecies (Manreetpal Singh
Brar, Mang Shi, Raymond Kin-Hi Hui and Frederick Chi-Ching
{2014) Leung mail Genomic Evolutiocon of Porcine Reproductive
and Respiratory Syndrome Virus (PRRSV) Isclates Revealed by
Deep Seguencing. PLOS one). S8Se ha reportado gque la

2

variacidn genética del virus de PRRS es entre 0.48 y 1.32 %

(Murtaugh M., (2012) Use and interpretation of sequencing
inf PRRSV control programs. Allen D. Leman Swaine
Conference. Veterinary Continuing Education) . Estas

caracteristicas del wvirus de PRRS explican la iInadecuada

proteccidn que se ha obtenide por vacunas.
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Una de las estrategias gue se ha utilizado para
prevenir las enfermedades ocasionadas por estos virus son
las autovacunas, lo cual implica desarrollar wvacunas no
sdlo por pals, sinc por regiones, de 1lo contrario la
prevencidn por estos medios resulta ser insuficiente.

También se ha obkservade que en el casc del wvirus
causante del PRRS se logra neutralizar utilizando
inmunoglobulinas provenientes del suero de mamifero (US
5,846,805} . Estos resultados enseflan que las
inmunoglobulinas son una alternativa para el tratamiento de
virus de RNA. Sin embargo, el problema con esta alternativa
es que los anticuerpos obtenidos de esta manera son
inviables.

La aplicacidén de inmunoglobulinas obtenidas a partir
de la yema de hueve (IgY) va ha sido utilizada en diversas
aplicacicnes en salud v profilaxis animal e incluso en
humanos. Las investigaciones realizadas por Akita y Nakai
(Akita, E., Nakai, S. (2600) . Egg nutrition and
biotechnology, CAB International, New  York, p.301}),
demuestran que la funcidn protectora de IgY¥ contra agentes
infecciosos es atribuida principalmente por su capacidad
para prevenir la ceolonizacidén o neutralizar las toxinas.

Por lo anterior, un objetiveo de la presente invencidn
se refiere a la  obtencidn de formulaciones de
inmunoglobulinas IgY concentrada de origen aviar, efectivas
y seguras contra diversos agentes gque infectan a los
animales, incluyendo por ejemplo el virus PRRS, el wvirus de
la Diarrea Epidémica Pocrcina (DEP), el virus White Spot
Syndrome Baculovirus Complex, las bacterias gue provocan la

mastitis bovina, el Actinobacillus pleuropneumoniae y las
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coccidiogig, asi también como las intoxicaciones provocadas
por tricotecenos, debido a gue su factibilidad podria
incidir directamente hacia una disminucidn importante en
los gastos asociadcos a procescs de vacunacidén y de manera
mé&s importante atn, disminuirian fuertemente las pérdidas

productivas ascociadas a dichas enfermedades.
BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

Con el fin de alcanzar el c¢bjetivo de la presente
invencidn, se evalud experimentalmente la capacidad de una
formulacidén que comprende inmunoglobulinas IgY concentradas
v especificas para neutralizar al virus de PRRS, obtenida a
partir de yema de huevo proveniente de gallinas previamente
hiperinmunizadas con una formulacidn de vacuna emulsionada
que comprende antigenos provenientes de una o varias cepas
del wvirus del PRRS, acelte mineral ligero vy un adyuvante
particulado que coneiste en particulas, micro-particular o
nano-particulas de un polimero biodegradable.

Los inventoregs de la presente scolicitud han
lograde exitosamente el objetivo de la presente invencidn vy
han encontrado sorprendentemente gque con antigencs de una o
mids cepas diferentes del wvirus del PRRS, cuidadosamente
seleccicnadas, se puede generar la esperada proteccidn
cruzada contra otras cepas del mismo virus e inducir la
generacidén de inmunoglobulinas capaces de .neutralizar un
mayor nimero de virus de PRRS circulantes en el campo. La
formulacidén de vacuna emulsionada, ademds debe incluir un
aceite mineral ligero, como por ejemplo Marcol 52 y un

adyuvante particulado que consiste en particulas, micro-
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particulas o nano-particulas de un polimerc biodegradable
para potenciar la vacunacidén, preferentemente empleandc un

polisacédrido lineal compuesto de cadenas distribuidas

aleatoriamente de B-{1-4) D-glucosamina (unidaces
deacetiladas) Y N-acetil-D-glucosamina (unidad
acetilatada), tal como Chitosan. En donde El1 Marcol 52 es

una mezcla purificada de hidrocarburocos liguidos saturados.
Es un ligquido aceitoso incoloro, transparente v es
esencialmente incdoro y sin sabor. Se obtiene del petrdleo
a través de wvarias etapas de refinacidn, Iinciluyendo una

purificacién final por hidrogenacidn catalitica.

Marcol 52 se fabrica para superar los requisitos
de pureza de las Farmacopeas. Debidc a su inercia gquimica
superior, demuestra un mejor color y estabilidad oxidativa
que la mayoria de los aceites minerales y vegetales, cuando

se almacena y se usa bajo condiciones controladas.

Los aceites blancos se fabrican y contrclan segln
el sistema de gestidén de la calidad del producto en IS0

9000 o equivalente.

Las especificaciones del Marcol 52 de acuerdo con

el certificado expedido del distribuidor, son:
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Prueba. Resultado Unidad Especificacidn

Densgidad 0.83
relativa (15/15):

Densidad 20 °C 0.826 g/cm3 0.825-0.834

Indice de 1.4 1.457-1.460

Refraccidn 20 °C

Viscosidad 7.4 mm2 /s 7.0-8.0

cilnematica 40 °C

Con una formulacidén de wvacuna emulsionada asi
preparada se inmuniza a las aves de postura para obtener, a
través de la vyema de huevo, inmunoglobulinas gy
neutralizantes contra agentes infecciosos o© toxinas, las
cuales tras un métode de extraccidn, deslipidizacién vy
concentracidén, donde se utilizan cantidades minimas, se
obtiene finalmente wuna formulacidn concentrada de dichas
inmunoglobulinas Ig¥ capaces de lograr una proteccidn
inesperada de hasta aproximadamente el 100%, adem&s de

regularizar el nivel de S/P en granjas ya infectadas.

La invencidén presenta la ventaja adicional de
estabilizar a la pilara, parvada, rebafic o bancos,
reduciende la circulacidén de los agentes infecciosos. Asi
también, usando la formulacidén concentrada de origen aviarxr
de la invencidn como programa, se reduce la generacidn de
subpobklaciones a la maternidad vy al destete se logra

retrasar la seroconversidn de los animales de engorda.
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A la fecha las inmunoglobulinas evaluadas han
provenido de suero de mamifero vy solamente han sido
prcbadas por ejemplo en un modelo experimental desafiando
con la misma cepa del virus con el gue ge vacunaron. Es
decir, a diferencia de la presente invencidén, a las vacunas
del estado de la técnica se les ha probadeo UGnicamente la
proteccidén homdloga (WO 02/067985) .

Ademés, la formulacidn concentrada de origen aviar de
1la invencidn, que comprende inmunoglobulinas IgY
concentradas puede utilizarse en cualguier etapa productiva
de los animales sin generar efectos adversocs o indeseables.

La formulacidén concentrada de origen aviar de la
invencidn se encuentra altamente. concentrada vy protege
contra desafics més altos del agente infeccioso o toxinas.
Se cuenta con evidencias de proteccidn contra desafics de
10 a la siete (10,000,000), lo cual resulta muy superior a
lo va conocido en el estado de la técnica (WO 2007/061281
A2).

Adicionalmente a lo anterior, mediante los procesos de
la presente invencidén se logra concentrar las
inmunoglobulinas (Ig¥Y) neutralizantes contra los agentes
infecciosos c¢irculantes de campo © toxinas, de tal manera
gue se puede formular un concentrado donde se aplica
fnicamente 1 ml &6 3 ml por dosis, mientras gque la
aplicacidén de las vacunas y productos del estado de la
técnica, es hasta de 5 ml y mas aln hasta 10 ml, e incluso
méds de 10 ml (WO 2007/061281 AZ).

La zreduccién en el vwvolumen de aplicacidn es
beneficiosa en varios  aspectos. Primero  porgue la

aplicacidén se hace sencilla, vy segunde porgue se reduce
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costos de produccidn vy tercero, porgque el transporte a
diferentes &reas ocupa menor espacio.

Las dosis de 1 ml o hasta 3 ml gue se pueden lograxr
gracias a la formulacidén concentrada de inmunoglobulinas
(Igy) de la presente invencidn, segin la gravedad,
obviamente, siguen un esquema de inmunizacidén y, atn sin
ser prepliamente una vacuna, puede funcicnar como tal vy
contrelar los animales infectados. La formulacidn
concentrada de origen aviar de la invencién entra dentro de
la plataforma de inmunidad pasiva, porgue contiene
inmuncglobulinas neutralizantes contra agentes infecciosos

o toxinas.
BREVE DESCRIPCI@N DE LAS FIGURAS

- La Figura 1 muestra los resultades de titulacidn por
MNT de diferentes muestras de hueve colectado de aves
inmunizadas con vacunas diferentes. Bl grupo A fue vacunado
con 2 vacunas elaboradas con aceite mineral cada una de
ellas conteniendo 3 cepas del virus de PRRS y aplicadas de
maneara‘alternativa mensualmente. El grupo B fue wvacunado
con 1 vacuna elaborada con aceite mineral y chitosan, la
cual contiene 6 cepas diferentes del virus de PRRS vy fue
aplicada mensualmente. El grupo C fue wvacunado con una
vacuna elaborada con marcol 52 vy chitosan, la cual contiene
& cepas diferentes del wvirus de PRRS y fue aplicada
mensualmente.

Estos resultados indican que los titulos de
anticuerpos IgY producideos por la vacuna que contuve seis

cepas del virus PRRS, utilizando una formulacidn con marcol
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52 y chitosan resulta ser la gque induce mayor cantidad de
anticuerpos contra el Sindrome Respiratorio y Reproductivo
del cerdo.

La Figura 2 muestra el promedico del titule de
anticuerpos I¢gY en la vyema utilizandoe tres tipos de
formulaciones de wvacuna. ELI grupo A fue wacunade con 2
vacunas elaboradas con aceite mineral cada una de ellas
conteniendo 3 cepas del virus de PRRS vy aplicadas de
maneara alternativa mensualmente. El1 grupo B fue wvacunado
con 1 wvacuna elaborada con aceite mineral vy chitesan, la
cual contiene 6 cepas diferentes del virus de PRRS vy fue
aplicada mensualmente. El grupo C fue vacunado con una
vacuna elaborada con marcol 52 y chitcsan, la cual contiene
6 cepas diferentes del virus de PRRS v fue aplicada
mensualmente.

La PFigura 3 nmuestra el incremento en el titule de
inmunoglobulinas después de aplicaxr el proceso de
concentracidén. Se extrajeron inmunoglobulinas de yema, una
parte se cuantificd peor el método de MNT y el restec se
sometid al proceso de concentracidén. EL grupo A fue
vacunado con 2 vacunas elaboradas con aceite minera cada
una de ellas conteniendo 3 cepas del wvirus de PRRS vy
aplicadas de maneara alternativa mensualmente. El1 grupo B
fue wvacunado con 1 vacuna elaborada con aceite mineral vy
chitosan, la cual contiene 6 cepas diferentes del virus de
PRRS y fue aplicada mensualmente. El -grupc C fue vacunado
con una vacuna elaborada con marcol 52 y chitosan, la cual
contiene 6 cepas diferentes del virus de PRRS vy fue

aplicada mensualmente.
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La Figura 4 muestra la disminucidn paulatina de los
niveles de anticuerpcs en las hembras del hato reproductor
tras recibir la formulacidn concentrada.

En la figura 5 se muestra el monitoreo de la
mortalidad a partir de la semana 3 v hasta la 26. Los
grupos que fueron tratados con @ la formulacidn de
inmunoglecbulinas IgY concentrada de origen aviar de la
invencién se resaltan en un cuadro azul mids intenso (grupos
del 07 al 16).

La Figura 6 presenta una grafica con los porcentajes
de mortalidad de cada grupc evaluado, en donde se destacan
agquéllos gue fueron tratados con la formulacidn concentrada

de origen aviar de la invenciédn.

DESCRIPCION DETALLADA

Inmunizacidén de aves de postura para obtener

inmunoglobulinas (IgY) neutralizantes contra agentes

infecciosos o toxinas.

Se genera una vacuna emulsionada compuesta de
antigencs para producir anticuerpos mneutralizantes vy no
s6lo contra una cepa de un determinade agente infeccioso o
toxina, sinc contra wvarias cepas circulantes de campo
(vigilancia epidemioldgica) o toxinas.

Lo anterior es muy importante para el caso de los
virus de RNA, porque derivado de nuestra investigacidn se
observd gue no todas las cepas de un vwvirus circulante

pueden ser neutralizadas con anticuerpos generados a partir
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de losg antigencs de una cepa en especifico. Lo mismo sucede
con las vacunas contra virus, pues cuando se vacuna con una
cepa heterdéloga, la proteccidn es parcial.

En el caso de los microorganismos, se seleccionaron
las cepas mediante pruebas de MNT (microneutralizacidn)
cruzada. Esta prueba consiste en probar el nivel de
neutralizacidn de las inmunoglebulinas, cbtenidas
utilizando wuna vacuna con cepas definidas, contra los
nuevos ailslamientos del agente infeccioso. En nuestro
trabajo en el laboratoric, hemos determinade que si el
nuevo aislamiento presenta titulos menores & 1:160 en la
MNT entonces se considera a esa cepa como candidata para
incluirse en una nueva vacuna. Por lo tanto, a la fecha
nuestra vacuna ha contenido algunas cepas que confieren un
espectro de neutralizacidn amplio contra las cepas de los
agentes infecciosos circulantes en México. Sin embargo,
estc ne limita a la invencidén y no debe entenderse gue la
invencidén se refiere a una vacuna gue TUnicamente incluye
las cepas seleccionadas, porgue las cepas del agente
infeccioso podran ir variando conforme se vaya monitoreando
la circulacidén en campo de cepas nuevas, las cuales pueden
incluirse posteriormente en la vacuna para mantener la
proteccién en los animales. También podria ampliarse el
espectro de neutralizacidén de la presente invencidn vy
adecuarse contra otras cepas de agentes infecciosos
circulantes en otros paises o en otras regiones.

Las cepas del agente infecciocso pueden ser
aislamientos de campo obtenidos a partir de suero o tejidoe
de animales enfermos. La Dbase para la seleccidn, como

mencionamos, radica en la prueba de microneutralizacion
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cruzada entre las diferentes cepas aisladas, con los Ig’'s
cbntenidos en el producto y generados a partir de las cepas
seleccionadas.

En el casco del virus de PRRS se pueden replicar en la
linea celular MARC-145 y no se realizan mé&s de cinco pases
del wvirus de la semilla de trabajo, para evitar 1la
atenuacidén. Los antigenos seleccionados se inactivan con
formol al 0.1% o© por otro método descrito en el estado de
la técnica. En nuestro laboratorio hemos determinado que la
mezcla de los antigenos debe tener cada uno un titulo
minimo de DIEsyy 10%/ml.

Considerando 1o anterior, la formulacidn de la vacuna
emulsionada para inmunizar a las aves comprende ademds de
antigenos de una. o varias cepas cuidadosamente
seleccicnadasgs, un aceite mineral ligero v un adyuvante
particulade que consiste en particulas, micro-particulas o
nanc-particulas de un polimero biodegradable para potenciar
la wvacunacién, en particular se prefiere un polisacarido
lineal compuesto de cadenas distribuidas aleatoriamente de
f-(1-4}) D-glucosamina (unidades deacetiladas) y N-acetil-D-
glucosamina (unidad acetilatada), tal como Chitosan.

La formulacidén de la vacuna de tipce agua en aceite,
puede contener aproximadamente 50% a 70% y preferentemente
aproximadamente 60% a 67% de Marcol 52, aproximadamente 20%
a 40% vy pfeferentemente aproximadamente 28% a 35% de agua
con antigenocs del virus PRRS; aproximadamente 5% a 15% de
cada cepa del wvirus PRRS seleccicnada con base en los
criterios antes explicados, aproximadamente 2% a 5% de
Monooleato de polioxietileno Sorbitan (Tween 8C),

aproximadamente de 2% a 8% de Sorbitédn Monooleatc de
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Sorbitan (Span 80) vy un adyuvante como un polisacarido
lineal compuesto de cadenas distribuidag aleatoriamente de
B-(1-4) D~glucosamina (unidades deacetiladas) y N-acetil-D-
glucosamina {unidad acetilatada), particularmente 4 a 6% de
chitosan. Para la preparacidn de la wvacuna, cada componente
se adicicna uno peor uno bajo sistema de agitacidn durante 1
a 5 minutos, adicionandc al final el chitocsan.

La vacﬁna se aplica a las aves de postura libres de
patdgenos, con 0.5 mli, 1 wvez al mes, por la via de
administracidén subcuténea desde la semana & v hasta la 60
de edad, para finalmente obtener una formulacidn de
inmunogleobulinas (IgY) neutralizantes de los agentes
infecciosos de campo o toxinas a partir de la vyema de
huevo.

En particular, el nivel de anticuerpos para cada una
de las cepas del agente infeccioso es evaluado por
micronconeutralizacién (MNT) de las muestras de vema de
huevo c¢olectadas de la parvada vacunada. El titulo
seroldgiceo minimo debe cumplir el criterio de 1:160.

Tras la inmunizacidn, se cosechan los huevos de las
aves inmunizadas y los mismos se someten a un proceso de
extraccidn, deslipidizacidn Yy concentracisdn de

inmuncgleobulinas a partir de la yema de huevo.

Proceso de extraccidn, deslipidizacidn y concentracidn

de inmuncoglobulinas IgY.

Se realizan los sigulientes pasos para realizar la

extraccidn vy concentracidén de las inmunoglobulinas Igy
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neutralizantes de agentes infeccioscs o toxinas a partir de
la yema de huevo.

La yvema de huevo se diluye 1:4 & 1:8 (sin la clara)
cen azida de sodio al 0.01 % y se almacena en refrigeraciodn
por lo menos durante teda el dia, preferentemente de 12 a
24 horas. Posteriormente, el sobrenadante ge separa y se
agrega 1 al 15% de Thidroxipropilmetilcelulecsaftalato
(HPMCP) en proporcidén de 0.25 ml por cada 100 ml de vyema.
Se deja reposar por lo menos 24 horas. La capa de lipidos
gque se forma en la parte superior de la sclucidn es
separada y la parte acuosa se filtra, luego se le adiciona
PEG, preferentemente 8000, en una proporcidén del 5-30% P/V,
se mezcla y se deja reposar al menos durante 4 horas, pero
de preferencia se deja toda la noche a 4°C. Después se
centrifuga por 20 a 30 minutos y se retira el sobrenadante.

La pastilla resultante se solubiliza con PBRS 1X o buffer

TRIS, a un volumen egquivalente al 10% del volumen original.

Terapias con la formulacidn concentrada de inmunoglobulinas

IgY¥ de la invencidmn.

La formulacidn resultante del proceso de extraccidn,
deslipidizacidn y concentracidn de las inmuncglobulinas IgY
neutralizantes de agentes infeccioscos o toxinas, obtenida a
partir de la vyema de huevo de gallinas previamente
hiperinmunizadas con una vacuna emulsionada que comprende
antigenos, un aceite mineral ligero vy un adyuvante
particulade que consiste en particulas, micro-particulas o

nano-particulas de un polimero bkiodegradable, tal como un
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polisacdride lineal compuestoc de cadenas distribuidas
aleatoriamente de B-(1-4) D-glucosamina (unidades
deacetiladas) y N-acetil-D-glucosamina (unidad acetilatada)
(Chitosan), puede comprender: aproximadamente 0.8% a 5% de
inmunoglobulinas IgY¥Y concentradas contra patdégenos o
toxinas  de la invencidn, preferentemente 1% de
inmunoglobulinas IgY¥ concentradas, aproximadamente 8C% a
9¢% de agua y aproximadamente 0.001% a 0.03% de
conservadores. La dosis de tratamiento de la formulacidn
concentrada de la invencidn puede ser de 1 ml v de 3 ml
como maximo, la cual logra neutralizar las variedades de
campo los agentes infecciosos o toxinas de la invencién,
ofreciendo inesperadamente una proteccidn de hasta el 100%
en animales, ademds de regularizar el nivel de S/P en

granjas ya infectadas, tal como se muestra méds adelante.

Congiderando lo descrito anteriormente, en una primera
modalidad, la presente invencidén se refierse a una
formulacidén de vacuna emulsionada gue comprende antigencs,
un aceite mineral ligero, preferentemente Marcol 52 y un
adyuvante particulade que consiste en particulas, micro-
particulas o nanco-particulas de un polimero biodegradable,
tal como por ejemplo el polisacérido lineal compuesto de
cadenas distribuidas aleatoriamente de Br{1-4) D-
glucosamina (unidades deacetiladas) v N-acetil-D-
glucosamina (unidad acetilatada), preferentemente Chitosan.
Ademds, la formulacidén de vacuna de la presente invencién,
_comprende uno © mas emulsionantes, tal como Monooleato de
polioxietileno Sorbitan (Tween 80), Sorbitdn Monocleato de

Sorbitan (Span 80), o una mezcla de los mismos.
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Los antigenos pueden provenir de una © varias cepas
diferentes de uno o varios agentes infecciosos o de
toxinas, tales como ©por ejemplo virus, |baterias o
protozoos, mas particularmente del wvirus del PRRS, del
virus de PED, del virus White spot Syndrome Baculovirus
Complex, de Rotavirus spp. o© de C(Coronavirus spp., Yy mas
particularmente de los virus de PRRS gqgue tienen una
secuencia de nucledtidos del gen ORF5 seleccionada del
grupo que consiste de SEQ. ID. NOC: 1, SEQ. ID. NO: 2, SEQ.
ID. NC: 3, SEQ. ID. NO: 4, SEQ. ID. NO: 5, SEQ. ID. NO: & vy
SEQ. ID. NO: 7, y también del virus de la Diarrea Epidémica
Porcina (DEP). También los antigenos puede provenir de una
o varias bacterias, tal como de Salmonella spp., de las
seleccionadas del grupo gue consiste en: Staphylococcus
aureus, Streptococcus agalactiae, Egcherichia coli,
Corynebacterium pyogenes y Mycoplasma bovis, o© también de
Actinobacillus pleuropneumoniae. Los antigenos ademés
pueden provenir de unc © varios protozoarios seleccionados
del grupe dque consiste en: Eimeria tenella, Eimeria
acervulina y Eimeria méxima, o de toxinas producidas por
hongos, tales como tricotecencs y més particularmente de 4-
deoxinivalenol (DON). Mas aun, lcos antigenos pueden
provenir de una o varias cepas diferentes de uno o variocs
virus, una o varias bacterias o uno o varios protozoarios,
tal como por ejemplo de antigenos que provienen de
Escherichia coli, Salmonella spp., Clostridium perfringens,
Rotavirus spp. y Coromavirus spp. En particular, los
antigenos también pueden provenir del grupo gue consiste de

Escherichia coll, Rotavirus spp. y Coronavirus spp-



24

La formulacidén de wvacuna emulsionada de 1la
invencién puede contener cepas virales seleccionadas por
tener un titulo seroldgico menor a 1:160, evaluadeo por
microneutralizacidn cruzada utilizando = un pocl de
inmunoglobulinas obtenidas con la vacuna en curso.

Asimismo, la formulacidén de vacuna emulsionada de
la invencidén puede contener una mezcla de antigencs con
titulos mayores a DIEses 10%/ml.

De acuerdo con €l o los antigencs seleccicnados, la
presente invencién también se refiere al uso de la
formulacidn de vacuna emulsionada en la elaboracidn de una
composicidn concentrada de inmunoglobulinas Igy dtil para
el tratamiento del Sindrome Respiratorio y Reproductivo
(PRRS) en porcinos, el tratamiento de Diarrea Epidémica
Porcina (DEP) en porcinos, el tratamiento del sindrcome de
la mancha bklanca en camardn, el tratamiento de mastitis
bovina, el tratamiento de infecciones producidas por
Actinobacillus pleuropneumoniae en porcinos, el tratamiento
de coccidiosis en aves, el tratamiento de intoxicaciones
provocadas por tricotecenos, particularmente en donde el
tricoteceno es 4-deoxinivalenol (DON), respectivamente, en
donde la formulacidén de vacuna emulsionada es administrable
por la via subcuténea a las aves de postura.

En otra modalidad, la presente invencidén se refiere a
un  proceseo para la extraccidédn vy  concentracidn de
inmunoglobulinas a partir de vema de hueve de gallinas
previamente hiperinmunizadas con la formulacidn de wvacuna
de la presente invencidn, caracterizado por los siguientes

pases:
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a) Se diluye la vyema 1l:4 & 1:8 (sin la clara) con
azida de sodio al 0.01 % y se almacena en refrigeracidén por
lo menos durante 24 horas.

b) Se separa el sobrenadante 5% se agrega
hidroxipropilmetilcelulosaftalato (HPMCP) al 1-15% en
proporcién de 0.25 ml por cada 100 ml de yema. Se deja
reposar por lo menos 24 horas.

c) Se separa la capa de lipidos que se forma en la
parte superior de la solucién v se filtra la parte acuosa.

d) Se adiciona PEG, preferente PEG 8000 en una
proporcidn del 5-30% P/V, se mezcla y se deja reposar al
menos durante 4 a 12 horas a 4°C.

el Se centrifuga por 20 a 30 minutos v se quita el
sobrenadante.

f) La pastilla resultante se solubiliza con PBS 1X o
buffer TRIS, a un volumen eguivalente al 10% del wvolumen
original, mantener el pH en 7.

En una meodalidad adicional, la presente invencidn se
dirige a una formulacidén concentrada de inmunoglobulinas
IgY de origen aviar obtenida por el ©proceso para
extraccidn, " deslipidizacidn Y Conéentracién de
inmunogiobulinas a partir de yema de huevo proveniente de
gallinas previamente hiperinmunizadas con la wacuna
emulsionada de la invencidn. Dichas formulaciones
concentradas de origen aviar de la invencidn puede
comprender ademids aproximadamente de 70% a 85% de agua v/o
aproximadamente de 0.001% a 0.03% de conservadores. En
particular, la formulacidn concentrada de inmunoglobulinas

IgY estd caracterizada porgue comprende 0.8% a 5% de
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inmunoglobulinas IgY concentradas neutralizantes del wvirus
que causa el PRRS.

Ademds, segun el o los antigenos seleccicnados, la
presente invencidén también se refiere al wusec de la
formulacidén concentrada de inmunoglobulinas IgY de origen
aviar de la invencidn en la elaboracidn de un medicamento
para el tratamiento del Sindrome Respiratorio v
Reproductivo (PRRS) en porcinos, la Diarrea Epidémica
Porcina (DEP) en porcinos, el sindrome de la mancha blanca
en camardén, mastitis bovina, las infecciones producidas por
Actinobacillus pleurcopneumoniae en porcincs, la coccidiosis
en aves y las intoxicaciones provocadas por tricotecenos,
particularmente las provocadas por tricotecenos como 4-
deoxinivalenol (DON), en donde el medicamento puede ser
administrable por la via de administracidén parenteral,
preferentemente por la via intramuscular o es administrable
via oral y con el alimento, segin sea el caso.

Los sigulentes ejemplos muestran los resultades de la
aplicacidn de la formulacidén concentrada de la invencidén en
porcinos. No obstante, dichos ejemplos son proporcionados

con el fin de ilustracidén y no de limitacidn.

EJEMPLO 1
Se elaboraron dos vacunas gue contuvieron tres cepas
cada una del wvirus PRRS, utilizando una formulacién sin
marcol 52 y sin chitosan. Estas vacunas se aplicaron a las
aves de manera mensual y alternadas; es decir, un mes se
administré una y al siguiente la otra y asi sucesivamente.
Tras la inmunizacidén, se cosecharon log huevos de las

aves inmunizadas y se sometieron a un proceso de extraccidn
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de inmuncglcokulinas a partir de la yema de huevo, tal como
antes fue descrito.

Como resultado de la inmunizacidn anterior, se obtuvo
una formulacidén con inmunogliobulinas IgY neutralizantes de
virus del PRRS, pero cuya concentracidn fue baja.

La figura 1 nmuestra los resultados de este experimento
(grupo A), en los que se puede apreciar el bajo rendimiento
de inmunoglcobulinas IgY neutralizantes de virus del PRRS de
la formulacidn previamente obtenida, la cual es incapaz de
llevar a cabo un tratamiento eficiente en porcinecs gue
padecen del Sindrome Respiratorico y Reproductivo, pues es
nécesario emplear volimenes mayores a 5 mbL y que proteja a
titulos de 10%. »Ademds, este experimentce resgultd ser

complicado y problemético por el manejo de dos vacunas.

EJEMPLO 2

Se elabord una vacuna conteniendo seis cepas
diferentes del virus PRRS, utilizando una formulacidén sin
marcol 52 y con chitosan, la cual fue administrada =z las
aves mediante un esguema de inmunizacidn mensual.

Tras la inmunizacidn, se cosecharon los huevos de las
aves inmunizadas y se scmetieron a un proceso de extraccidn
de inmuncglcbulinas a partir de la vema de huevo, tal como
antes fue descrito.

Como resultade de la inmunizacidn anterior, el
rendimiento mejord con respecto al experimento del ejemplo
1, pero no fue suficiente.(Ver figura 1, grupo B) .

Como resultado de este experimento, se encontrd gque el
rendimiento de inmunoglobulinas IgY neutralizantes de virus

del PRRS es inadecuado para llevar a cabc un tratamiento
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efectivo en porcinos que padecen del Sindrome Respiratorio

v Reproductivo.

EJEMPLO 3

Se formulé nuevamente una  vacuna, pero  ahora
utilizando Marcol 52 como aceite mineral ligero vy chitosan
come adyuvante particulado. Esta vez, se incluyeron
antigenos de & cepas del virus PRRS en una sola vacuna.

Tras la inmunizacidn, se cosecharcn los huevos de las
aves inmunizadas y se sometieron a un proceso de extraccidn
de inmunoglobulinas a partir de la yema de huevo, tal como
antes fue descrito.

Nuestros resultados indican gque leos titulog de
anticuerpos se incrementan hasta 2 veces respecto a 1o
obtenido con la formulacidén del experimento del ejemplo 2
(ver figura 1, grupo C).

Las figuras 1 y 2 muestran los resultados de este
experimento, en los gue se puede apreciar gue el
rendimiento de inmunoglobulinas IgY¥Y neutralizantes de wvirus
del PRRS se incrementa significativamente cuando se utiliza
una formulacidén con marcol 52 y chitosan, lo cual resulta
adecusdo para llevar a cabo un tratamiento efectivo en
porcinos gue padecen del Sindrome Respiratorio Y

Reproductivo.

EJEMPLO 4
En esté ejemplce se analizd el producto terminado de
inmunoglobulinas. Se inmunizarcon aves de postura, se
cosecharon los huevos de las aves inmunizadas y las yemas

de huevo ge sometieron a wun proceso de extraccidn vy
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concentracidn de inmunoglobulinas, tal como antes fue
descrite. Las vacunas con las que sge Ilnmunizaron a las
parvadas fueron las mismas que se presentarcen en los
ejemplos 1 a 3, pero en este casc, se incrementd el tamafio
del lcte a 10,000 huevecs por parvada.

Nuestros resulitados indican que el procesc de
concentracidn, descrito anteriormente, incrementa losg
titulos de anticuerpos respecto a lo obtenido sin dicho
proceso. El incremento en la concentracidén va de 1.6 a 2.1
veces (figura 3). Como resultado de este experimento, se
encontrd gue el rendimiento de inmunoglobulinas IgY
neutralizantes de virus del PRRS es adecuado para llevar a
cabo un tratamiento efectivo en porcinos gque padecen del
Sindrome Respiratorio y Reproductivo, utilizando un volumen

menor para alcanzar la proteccidn.

EJEMPLO 5

Aplicacién de inmunoglobulinas (tipo IgY) en las hembras

del hato reproductor.

Se reélizé un seguimiento longitudinal de la presencia
de anticuerpos contra el wvirus de PRRS mediante la
evaluacidn de sueros de 30 cerdas seleccicnadas
aleatoriamente a partir de una granja de explotacidn de
¢iclo ccmpleto con 500 cerdas, situada en el occidente de
la Replblica Mexicana. Esta granja produce lechones
negativos al virus de PRRS, gue se contaminan a lo largo de

la vida productiwva.
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E1l hato reproductor fue tratado con una aplicacidn de
1 ml de la formulacién de inmunoglcobulinas IgY concentrada
de origen aviar de la invencidn, por via intramuscular cada
4 meses y una repeticidn 15 dias después. Posteriormente se
realizaron aplicaciones semanales a los 70 y 85 dias de
gestacidn.

Las cerdas del pile de c¢ria fueron monitoreadas de
forma bimestral para determinar el movimiento wviral. Se
tomaron muestras de sangre de los mismos 30 animales
seleccicnados inicialmente. Para la evaluacidn, se utilizd
la técnicea de ELISA (IDEXX, PRRS X3), gue es una manera
indirecta para medir la efectividad del tratamiento con IgY
concentradas. El kit mide los niveles de anticuerpos del
tipo IgG que genera el cerdo en respuesta a una viremia.
Por lo tanto, si1 el «cerdo estd infectado producira
anticuerpos del tipo IgG como respuesta vy se obtendran
valores de S/P por arriba del punto de corte, pero si no
hay viremia el kit arrojaré valores S/P inferiores al punto
de corte. EL punto de corte de la ELISA fue de 0.4 S/P.

BEn la figura 4 se muestra gue el tratamiento aplicado
al hato reduce los niveles de anticuerpos de manera
paulatina a medida que se realiza el monitoreo bimestral vy
por ende se demuestra gque el virus de PRRS fue neutralizado
por las inmuncglobulinas aplicadas (del tipo IgY),
limitando de esta manera la infeccidn. Es importante
seflalar que sorpresivamente nuestro producto neutralizd al
virus de tal manera que al cabo de 6 meses vya no se
registrd una reinfeccidn del virus de PRRS. Esto mismo se
prueba porgque se registrd® una diferencia sustancial en los

parametros productivosg de granjas negativas vy positivas.
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EJEMPLO 6

Aplicacidén de inmunocglobulinas (IgY¥) concentradas en

lechones

En el presente ejemplo se muestran los resultados de
evaluacidén de disminucién de 1la viremia en _lechones
¢linicamente afectados por el wvirus de PRRS. Los lechones
no presentaron viremia durante la etapa de maternidad
(primeras 3 semanas). Sin embarge, hubo evidencia c¢linica
de wviremia alrededor de las 6-8 semanas de edad. Estc se
comprobd mediante la técnica de PCR en tiempo real, en
donde se generaron 5 pools de sueros de animales virémicos;
cada pool integrado por suercs de 5 porcinos diferentes (un
total de 25 porcineos evaluadeos). Como se obsgerva en la

tabla, la carga viral alcanzd titulos entre 6.16 X 10° vy

2.24 X 107
Identificacidn Carga Viral Carga viral después del
inicial Tratamiento
Destete 6 6.16X10° NEGATIVO
Destete 6 4.98%X10° NEGATIVO
Destete 7-8 5.54X10° . NEGATIVO
Destete 7-8 2.24%X107 NEGATIVO
Destete 7-8 1.21%107 NEGATIVO

Una wvez que se confirmd® la viremia, se les aplicd un
tratamiento con la formulacidn concentrada de origen aviar

de la invencidn. Se aplicd una dosis de 3 miL por via
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intramuscular. Para evaluar la eficacia del tratamiento,
se observaron los datos clinicos y ademds se cuantificé la
cantidad de virus circulante en los porcinos.

Los resultados del monitoreo a los 10 dias pesteriores
a la aplicacidén de la formulacidn de inmunoglobulinas IgY
concentrada de origen aviar de la invencidn evidencid que
el 100% de las muestras fueron negativas a la presencia de
material genético del virus PRRS en suero.

Con los resultados obtenidos, se demuestra gue la
aplicacidn de un preograma con inmunoglobulinas en el pie de
cria evita la circulacidn wviral vy puede neutralizar 1la
viremia en lechones de destete con cargas de 10 particulas

virales por mL.
EJEMPLO 7

El uso de inmunoglobulinas IgY concentradas reduce la

mortalidad de lechones

La formulacidén de inmunoglobulinas IgY concentrada de
origen aviar de la invencidn fue aplicada a porcinocs
destetados y destinados para engorda. Durante todo el
tiempo de produccidén se registrd la mortalidad kajo
diferentes sistemas de tratamiento.

La granja en estudioc se ubica en la regidn centro
occidenfe de la repUblica mexicana y con 1100 cerdas en su
hato reproductor vy una produccidén semanal de 500 lechones.
La granja tiene antecedentes de infeccidn endémica de PRRS,
aun cuando se han implementado varias estrateglas de

control. Se tiene un sistema de autoreemplazo, en el cual
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se considera la introduccidn de cerdas cada 4 meses. En el
pie de cria se incluye la aplicacidn de la vacuna a virus
vivo modificado contra PRRE cada 3 meses.

En el presente ejemplo se hizo un monitoreo semanal vy
se calculdé el porcentaje de mortalidad tantc en el destete
(semanas 3 a 9) como en el periocdo de engorda (semana 10 a
26) .

Se compararon dosg tratamientos. Unc basade en wvacuna
viva v otrc con la formulacidn de inmuncglobulinas Igy
concentrada de origen aviar de la invencidn, ademd@s también
se considerd un bloque control sin tratamiento. Cada
tratamiento estuve integrade por diferentes grupos que
fueron evaluados de manera independiente: los grupos del 01
al 06 corresponden a lechones tratados de forma
convencional (vacuna viva) y los grupos del 07 al 16 fueron
los gue recibieron dos dosis de la formulacidn de
inmunoglobulinas IgY concentrada de origen aviar de la
invencidén, en tanto 1los grupos 17, 18 v 19 no fueron

tratados.

i Tipo 'des oo o Descripeidn del ‘Grupos que

tratamiento" tratamiento - | recibierom el
R L B LTI e S eratamiento
Vacuna a virus Aplicacidn de la 6, Del 01 al 06

vacuna & los 21
dias de edad vy 3
meses.

vivo modificado

Inmunoglobulinas Dog aplicaciones de |10, Del 07 al 16
3 ml c/u, semana 1 vy
10 después del

Concentradas de destete.

~Altamente

Origen Aviar

especificas para
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PRRS (tipo IgY)

Control sin Sin tratamiento 3, Del 17 al 13

tratamiento

En la figura &5 se muestra el monitorec de la
mortalidad a partir de la semana 3 y hasta la 26. Los
grupos  gue fueron tratados con la formulacidn de
inmuncglobulinas IgY concentrada de origen aviar de la
invencidén se resaltan en un cuadro azul mds intenso (grupos
del 07 al 186).

El porcentaje de mortalidad promedioc de los grupos no
tratados fue el més alto (25.06%}, en seguida se ubica a
les grupos gue recibieron el tratamiento convencional
(21.2% en promedic) y el mejor tratamiento fue el de 1la
formulacidén de inmunoglobulinas IgY concentrada de origen
aviar de nuestra invencidén, donde se obtuvo un porcentaje
promedioc de mortalidad del 10.27%. Es decir, que con el usc
de las inmuncoglobulinas Ig¥ se alcanza una supervivencia de
casi el 90% de los animales tratadocs que representa 10% mas
de lo alcanzado por el método de vacunacidn.

En 1la figura 6 se presenta una grafica de los
porcentajes de mortalidad acumulada de cada grupo evaluado,
en donde se destacan agquéllos que fueron tratados con la
formulacidn concentrada de origen aviar de la invencidn.

Los resultados del uso de inmunoglobulinas del tipo
IgY¥ concentradas muestran una reduccidn significativa en
los porcentajes de mortalidad asociedos al virus de PRRS.
ATGn mas, se observd que el estado de salud y productividad
de estos animales ‘también mejord, a diferencia de los

grupos gque recibleron la vacuna. Es importante seflalar que
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esta es la primera vez gue se evidencia el uso de
inmunoglobulinas aviares para el tratamiento en lechones.

Estos resultados son muy significativos, pues el
programa con la formulacidén de inmunoglobulinas Igy
concentrada de origen aviar de la invencidn en lechones no
sb6lo disminuye el porcentaje de mortalidad, sino que ademas
brinda 1la posibkbilidad de obtener otras mejoras en los
parametros productivos.

Por lo anterior, se apreciard gue aunque las
modalidades especificas de la invencidn se han descrito en
la presente para propdsitos de ilustracién, pueden hacerse
varias modificaciones sin desviarse de la naturaleza vy
alcance de la invencidén. En consecuencia, la invencidén no

estd limitada excepto por las reivindicaciones anexas.
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