ES 2333334 T5

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

[ £ ESPANA
o (@ Namero de publicacion: 2 333 334
GDint. Ci.;

A61K 39/02 (2006.01)
C12N 1/20 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA MODIFICADA T5
TRAS OPOSICION

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud internacional: ~ 15.07.2004 ~ PCT/US2004/022704
Fecha y numero de publicacién internacional: 10.02.2005 WO0OO05011731

Fecha de presentacién y nimero de la solicitud europea:  15.07.2004  E 04778282 (6)
Fecha y nimero de publicacién de la concesién europea modificada tras oposicion: 27.06.2018 EP 1651260

Tl'tulo: Lawsoniaintracellularis de origen europeo y vacunas, agentes de diagndstico y métodos de
uso de la misma

Prioridad: @ Titular/es:
25.07.2003 US 490001 P BOEHRINGER INGELHEIM VETMEDICA, INC.
(100.0%)

L . 2621 North Belt Highway
Fecha de publicacién y mencion en .BOPI de la St. Joseph MO 64506-2002, US
traduccion de la patente modificada:

06.08.2018 @ Inventor/es:

ROOF, MICHAEL, B;
KROLL, JEREMY, J.y
KNITTEL, JEFFREY, P.

Agente/Representante:
DE ELZABURU MARQUEZ, Alberto




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2333 3347T5

DESCRIPCION
Lawsonia intracellularis de origen europeo y vacunas, agentes de diagnostico y métodos de uso de la misma
Antecedentes

La presente invencion trata de vacunas de Lawsonia intracellularis y describe métodos para proteger frente a, y
diagnosticar, una infeccion por L. intracellularis. Los productos y procesos de la invencién son posibles, en parte, como
resultado de un método mejorado para cultivar provisiones a gran escala de L. intracellularis, incluyendo tanto una
nueva cepa clinica de L. intracellularis de origen europeo como un método para preparar un producto liofilizado que
contiene la cepa clinica europea atenuada como un producto de vacuna.

L. intracellularis, el agente causal de la enteropatia proliferativa porcina ("PPE"), afecta practicamente a todos los
animales, incluyendo: conejos, hurones, hamsters, zorros, caballos y otros animales tan distintos como avestruces y
emus. L. intracellularis es una causa particularmente grande de pérdidas en el ganado porcino de Europa, asi como
de los Estados Unidos.

Una caracteristica uniforme de la PPE es la aparicion de bacilos curvados intracitoplasmaticos no unidos a la
membrana dentro de los enterocitos de las porciones afectadas del intestino. La bacteria asociada con la PPE se ha
denominado "organismos de tipo Campylobacter". S. McOrist y col., Vet. Pathol., Vol. 26, 260-264 (1989) .
Posteriormente, se ha identificado la bacteria causal como un nuevo género y especie taxonémicos, comunmente
denominada lleal symbiont (1S) intracellularis. C. Gebhart y col., Int'l. J. of Systemic Bacteriology, Vol. 43, n° 3, 533-
538 (1993) . Mas recientemente, estas nuevas bacterias han recibido el nombre taxonémico de Lawsonia (L.)
intracellularis. S. McOrist y col., Int'l. J. of Systemic Bacteriology, Vol. 45, n° 4, 820-825 (1995) . Estos tres nombres
se han usado de forma intercambiable para referirse al mismo organismo, segun se identificara y describira
adicionalmente en este documento.

L. intracellularis es una bacteria intracelular obligada que no puede cultivarse mediante los métodos bacteriolégicos
normales en un medio acelular convencional, y se ha creido que requiere de células epiteliales adheridas para su
crecimiento. S. McOrist y col., Infection and Immunity, Vol. 61, n° 19, 4286-4292 (1993) y G. Lawson y col., J. of Clinical
Microbiology, Vol. 31, n° 5, 1136-1142 (1993) discuten sobre el cultivo de L. intracellularis usando monocapas de
células IEC-18 epiteliales intestinales de rata en matraces de cultivo tisular convencionales. Ademas, H. Stills, Infection
and Immunity, Vol. 59, n® 9, 3227-3236 (1991) discuten el uso de monocapas de células Intestine 407 intestinales
embrionarias humanas y monocapas de células colonicas de adenocarcinoma GPC-16 de cobaya en matraces de
cultivo tisular convencionales.

Recientemente se ha aprobado una vacuna de L. intracellularis para su uso en los Estados Unidos, vacuna que esta
basada en las cepas clinicas de L. intracellularis descritas y reivindicadas en las patentes de Estados Unidos n®
5.714.375y 5.885.823. La vacuna descrita anteriormente es comercializada por Boehringer Ingelheim Vetmedica, Inc.,
2621 North Belt Highway, St. Joseph, Missouri 64506-2002, con el nombre comercial ENTERISOL® lleitis e incluye
bacterias L. intracellularis vivas atenuadas de origen norteamericano.

Sumario de la invenciéon

Un objeto de la invencién es proporcionar una vacuna mejorada de L. intracellularis usando una cepa clinica de origen
europeo.

Otro objeto de la invencion es proporcionar un método de cultivo mejorado de L. intracellularis a gran escala y técnicas
mejoradas para la produccion de vacunas de L. intracellularis.

Para conseguir estos y otros objetos, y segun el propdsito de la invencion, segun se ejemplifica y se describe
ampliamente en este documento, la presente descripcién proporciona una nueva cepa clinica de L. intracellularis de
Europa, un método para atenuar dicha cepa clinica y la cepa clinica atenuada del mismo. La presente invencion
proporciona una vacuna viva para la inmunizacion de un animal, que comprende una cantidad farmacéuticamente
eficaz de una cepa clinica viva y avirulenta de Lawsonia intracellularis y un vehiculo farmacéuticamente aceptable, en
donde dicha cepa clinica viva avirulenta es la cepa clinica de Lawsonia intracellularis depositada en la ATCC con
numero de acceso PTA-4926 o cualquier cepa clinica de Lawsonia intracellularis viva avirulenta de origen europeo,
caracterizada por que dicha Lawsonia intracellularis viva avirulenta no es eliminada en las heces el dia 14 después de
la vacunacion.

La cepa clinica L. intracellularis recién aislada en Europa, la cepa clinica DK 15540, es la cepa clinica depositada en
la ATCC con el n° de acceso PTA-4927. La cepa clinica atenuada derivada de la cepa clinica DK 15540, se denomina
cepa clinica B3903, con el n° de acceso de la ATCC PTA-4926.

Descripcion detallada

Segun se usa en este documento, el término "L. intracellularis" significa la bacteria intracelular curvada gram-negativa
descrita detalladamente por C. Gebhart y col., Int'l. J. of Systemic Bacteriology, Vol. 43, n° 3, 533-538 (1993) y S.
McOirist y col., Int'l. J. of Systemic Bacteriology, Vol. 45, n® 4, 820-825 (1995), cada uno de las cuales se incorpora al
presente documento como referencia en su totalidad, e incluye, pero no se limita a, la cepa clinica denominada DK
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15540 que se depositd bajo el Tratado de Budapest con la American Type Culture Collection, 10801 University
Boulevard, Manassas, Virginia 20110-2209 el 9 de enero de 2003 y se le asignd el nimero de acceso de la ATCC
PTA-4927; bacteria causal que puede obtenerse a partir de cerdos o de otros animales infectados por PPE por todo
el mundo dados los conocimientos en la materia y las ensefianzas de este documento; y variantes o mutantes de
cualquiera de las anteriores bacterias, obtenidas tanto espontanea como artificialmente.

Segun se usa en este documento, la expresion "cepa clinica atenuada" significa cualquier cepa clinica de L.
intracellularis que se prepara segun las técnicas de cultivo y de pase ensefiadas en este documento para conseguir
la avirulencia manteniendo a la vez las propiedades inmundgenas cuando se administra a un animal hospedador,
incluyendo, pero no limitandose a, la cepa clinica atenuada denominada B-3903 que se depositd bajo el Tratado de
Budapest con la American Type Culture Collection, 10801 University Boulevard, Manassas, Virginia 20110-2209 el 9
de enero de 2003 y se le asignd el nimero de acceso PTA-4926.

La cepa clinica atenuada puede usarse como inmundgeno en vacunas antimicrobianas para animales, incluyendo
aves, peces y mamiferos tales como vacas, cerdos, caballos y primates. Dichas vacunas pueden prepararse mediante
las técnicas conocidas por los expertos en la materia y dadas las ensefianzas contenidas en este documento. Dicha
vacuna comprenderia una cantidad inmunolégicamente eficaz de la cepa clinica atenuada en un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. La vacuna podria ser administrada en una o mas dosis. Una cantidad
inmunoldgicamente eficaz se determina mediante los medios conocidos en la materia sin una experimentacion ilicita,
dadas las ensefianzas contenidas en este documento. La cantidad de bacterias avirulentas deberia ser suficiente para
estimular una respuesta inmune en animales susceptibles a la enfermedad siendo todavia avirulentas. Esto dependera
del animal en particular, de las bacterias y de la enfermedad implicada. La dosis recomendada a administrar al animal
susceptible es preferiblemente de aproximadamente una TCIDsg (dosis infectiva del cultivo tisular al 50% del punto
final) /dosis de 3, 0 hasta aproximadamente una TCIDsy/dosis de 6, 0, y mas preferiblemente de aproximadamente
una TCIDso/dosis de 4, 0 hasta aproximadamente una TCIDs¢/dosis de 5, 0. En una forma de realizacion preferible, el
titulo de la vacuna es de aproximadamente una TCIDs¢/dosis de 4, 9, segun se determina mediante el ensayo de Dosis
Infectiva Del Cultivo Tisular al 50% de dilucion del punto final (TCIDso) . Los vehiculos son conocidos por los expertos
en la materia, e incluyen estabilizantes y diluyentes. Dicha vacuna también puede contener un coadyuvante apropiado.
Las vacunas de la invencion pueden usarse en combinacion con otras vacunas, por ejemplo, como diluyente de ofra
vacuna. Las preparaciones de la vacuna también pueden desecarse, por ejemplo, mediante liofilizacién, con el
propésito de su almacenamiento o para su subsiguiente formulaciéon en vacunas liquidas.

Consecuentemente, la descripcion también comprende un método para inducir una respuesta inmune ante bacterias
virulentas naturales de L. intracellularis en un hospedador animal con el propésito de proteger a ese hospedador de
dichas bacterias. El método comprende la administracion de una cantidad inmunolégicamente eficaz de bacterias
atenuadas de la invencion al hospedador, y preferiblemente, la administracion de la vacuna de la invencién al
hospedador.

Segun se usa en este documento, la expresion "cultivo a gran escala" significa un nivel de cultivo de L. intracellularis
mayor de aproximadamente 2, 0 a 3, 0 litros, e incluye la produccion a una escala de 100 litros 0 mas. "Cultivo" segun
se usa en este documento, significa el proceso de promover el crecimiento, la reproduccion y/o la proliferacion de L.
intracellularis.

L. intracellularis puede ser cultivada mediante los métodos conocidos en la materia, preferiblemente segun las patentes
de Estados Unidos n° 5.714.375 y 5.885.823. Por ejemplo, las células del cultivo pueden ser inoculadas en primer
lugar con un inéculo que comprende bacterias de L. intracellularis de forma que las células se infecten con las
bacterias. Pueden usarse numerosas lineas celulares en la practica de la invencion, incluyendo, pero no limitandose
a, IEC-18 (ATCC 1589) -células epiteliales intestinales de rata, HEp-2 (ATCC 23) -células de carcinoma epidermoide
humano, McCoys (ATCC 1696) -células del ratén (no especificadas), BGMK (Biowhittaker #71-176) -células de rifidn
de mono verde africano, y células epiteliales intestinales porcinas. Las células del cultivo preferibles son células HEp-
2, McCoys o IEC-18.

Si se usan células de cultivo, antes de ser inoculadas, las células deben estar en forma de una monocapa. Para formar
una monocapa, las células pueden sembrarse en matraces convencionales. Cada matraz se siembra generalmente
con entre aproximadamente 1 x 10° células hasta aproximadamente 10 x 10° células por 25, 75, 150, 850 cm? de
matraz o frasco rotatorio mezcladas con medio de crecimiento. El medio de crecimiento puede ser cualquier medio
para el cultivo celular que incluya una fuente de nitrégeno, los factores de crecimiento necesario para las células del
cultivo elegidas y una fuente de carbono, tal como glucosa o lactosa. El medio preferible es DMEM reforzado con Ham
F 12 con un 1-5% de suero bovino fetal, aunque puede usarse otro medio disponible comercialmente con buenos
resultados.

El cultivo satisfactorio de L. intracellularis se mejora manteniendo las células del cultivo en un estado de constante
crecimiento. Por lo tanto, la monocapa de células del cultivo deberia de estar en aproximadamente el 20 por ciento
hasta aproximadamente el 50 por ciento de confluencia en el momento de la inoculacion. Preferiblemente, las células
deberian estar en aproximadamente el 30 por ciento hasta aproximadamente en 40 por ciento de confluencia en el
momento de la inoculacién, muy preferiblemente a aproximadamente el 30 por ciento de confluencia.

Alternativamente, las células, antes de ser inoculadas, pueden hacerse crecer en suspension, segun se describe a
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continuacion. Preferiblemente, las células se hacen crecer en primer lugar hasta una confluencia del 100% en forma
de una monocapa en un sistema de tipo adherente, por ejemplo, un sistema de frasco rotatorio, y después se
transfieren a 3-3000 litros y se hacen crecer en suspension. Alternativamente, las células pueden hacerse crecer en
suspension hasta la densidad celular deseada, por ejemplo, de 2 x 10° células/ml, dentro del depdsito de 3-3000 litros
(biorreactor, fermentador, matraz de agitacion, etc.) usando los parametros adecuados para el crecimiento dentro de
este sistema antes de la inoculacion.

El inéculo puede ser un cultivo puro de L. intracellularis obtenido a partir de cerdos o de otros animales infectados.
Preferiblemente el indculo puede ser un cultivo puro de L. intracellularis obtenido del n° de acceso de la ATCC PTA-
4927.

El indculo puede ser un homogeneizado intestinal preparado mediante el raspado de la mucosa del ileon de un cerdo
o de otro animal infectado con PPE. Cuando se prepara un homogeneizado intestinal, las secciones del ileon elegidas
para el cultivo deberian mostrar lesiones graves con un engrosamiento macroscopico del intestino. Debido a la
naturaleza fragil de las bacterias, las muestras deberian almacenarse preferiblemente a -70°C tan rapido como sea
posible tras la necropsia. Preferiblemente se afiade un antibiético al cual sea resistente L. intracellularis tal como
vancomicina, anfotericina B o miembros del grupo de antibiéticos aminoglucésidos, incluyendo gentamicina y
neomicina, por nombrar algunos, al inéculo para eliminar las bacterias contaminantes a la vez que se permite el
crecimiento de L. intracellularis. Tanto si el indculo es un cultivo puro como si es un homogeneizado intestinal, la
inoculacion de las células del cultivo puede realizarse mediante varias técnicas conocidas en la materia, dadas las
ensefianzas de este documento.

Las bacterias y/o las células del cultivo inoculadas se incuban entonces con una concentracion reducida de O; disuelto.
Con concentraciones de oxigeno disuelto mayores del 10% el crecimiento de L. intracellularis es inferior al 6ptimo,
produciéndose finalmente el cese del crecimiento con unas concentraciones de oxigeno fuera de este intervalo.
Preferiblemente, las bacterias y/o las células del cultivo inoculadas se incuban con una concentracion de oxigeno
disuelto en el intervalo de aproximadamente el 0% hasta aproximadamente el 10%. Mas preferiblemente, las bacterias
y/o las células del cultivo se incuban con una concentracién de oxigeno en el intervalo de aproximadamente el 0%
hasta aproximadamente el 8%, siendo muy preferible una concentracion de oxigeno de aproximadamente el 0% hasta
aproximadamente el 3,0%.

La concentracion apropiada de diéxido de carbono también es importante para un adecuado crecimiento de L.
intracellularis. Con concentraciones de didxido de carbono mayores del 0% y menores del 4%, se produce un
crecimiento no 6ptimo, produciéndose finalmente el cese del crecimiento con unas concentraciones de didéxido de
carbono fuera de este intervalo. Preferiblemente, la concentracién de didxido de carbono esta en el intervalo de desde
aproximadamente el 6% hasta aproximadamente el 10%, siendo muy preferible una concentracion de diéxido de
carbono de aproximadamente el 8,8%.

Ademas, las células se incuban preferiblemente con una concentracion de hidrégeno en el intervalo de desde
aproximadamente el 4% hasta aproximadamente el 10%. Muy preferiblemente, las células se incuban en
aproximadamente el 0 hasta aproximadamente el 8,0% de O, aproximadamente el 8,8% de CO, y aproximadamente
el 4% de Ha. El nitrégeno se usa como "compensador" en la mezcla de gases, que contiene nitrogeno (96%) e
hidrégeno (4%) o nitrégeno (80%), didxido de carbono (10%) e hidrégeno (10%) para el crecimiento de este organismo.
Las células se incuban preferiblemente con una concentracion de nitrégeno en el intervalo de desde aproximadamente
el 80% hasta el 96%. Por lo tanto, las células se incuban muy preferiblemente en aproximadamente el 0 hasta
aproximadamente el 8,0% de O, aproximadamente el 8,8% de CO,, aproximadamente el 4% de H; y
aproximadamente el 96% de Na.

Las células inoculadas pueden incubarse en un incubador gaseoso doble o en otras camaras de gas que contengan
las concentraciones apropiadas de hidrogeno, oxigeno y dioxido de carbono y que permitan a las células estar
suspendidas durante la incubaciéon. La camara deberia comprender un medio para mantener las células inoculadas
en suspension, y un monitor de gases y una fuente de suministro para suministrar y mantener las concentraciones
apropiadas de gases. La temperatura de incubacion deberia estar en el intervalo de desde 30°C hasta
aproximadamente 45°C y mas preferiblemente esta en el intervalo de desde aproximadamente 36°C hasta
aproximadamente 38°C. Muy preferiblemente, la temperatura es de aproximadamente 37°C. El equipo necesario para
el cultivo y la atenuacion es facilmente accesible para los expertos habituales en la materia, dadas las ensefianzas de
este documento. Un ejemplo de un equipo adecuado para llevar a cabo la presente invencion es un incubador gaseoso
doble, por ejemplo, el modelo 480 (Lab-Line, Melrose Park, IL) junto con matraces de agitacion para mantener las
células en suspension. El equipo actualmente preferible comprende un fermentador, un biorreactor, una placa
vibradora o un agitador rotatorio que contiene al menos aproximadamente 2 litros de medio y que es capaz de
mantener las células del cultivo en suspension mediante el rociado de un gas a la concentracion apropiada, u otros
medios de agitacion mecanica, y una monitorizacion continua de los niveles de O disuelto en el medio. New
Brunswick, Braun y otras compafias fabrican fermentadores y biorreactores adecuados para este propdsito.

Manteniendo las células inoculadas en un estado de suspension durante la incubacién, se obtiene un crecimiento
maximo de las células, y por tanto, de L. intracellularis, aumentando la exposicion de cada célula individual al medio
de crecimiento y a la mezcla adecuada de hidrégeno, oxigeno y didxido de carbono. Las células del cultivo pueden
agitarse y mantenerse en suspension mediante una variedad de métodos conocidos en la materia, incluyendo, por
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ejemplo, matraces del cultivo, frascos rotatorios, cultivos de membrana, BioBags, sistemas de biorreactor WAVE™,
fermentadores y matraces de agitacion. Las células pueden mantenerse en suspension durante la incubacion
incubando las células en un matraz de agitacion dentro de un incubador gaseoso doble o un aparato similar. El término
"matraz de agitacion", segun se usa en este documento, significa un matraz u otro recipiente que emplea una pala,
una hélice u otro medio para agitar el cultivo y mantener las células contenidas en el mismo en suspension.

En una forma de realizacion preferible, las células inoculadas se incuban hasta que las células alcanzan la confluencia,
y entonces las células se colocan en un matraz de agitacion que contiene medio de crecimiento y se incuban en un
incubador gaseoso doble mientras se hace girar el matraz. Preferiblemente, las células inoculadas se raspan o se
tripsinizan y se pasan al matraz de agitacion. Esto puede conseguirse mediante una variedad de métodos conocidos
en la materia, tal como usar un raspador celular para desprender las células. Una vez que las células han sido
introducidas en el matraz de agitacion, la pala del matraz de agitacion se hace girar tipicamente en el intervalo de
desde aproximadamente 5 hasta aproximadamente 500 rpm sobre una placa de agitacion magnética con objeto de
mantener las células infectadas en suspension.

Una porcion de la L. intracellularis cultivada se pasa entonces a un cultivo nuevo para aumentar la produccion de las
bacterias L. intracellularis. El término "pasar" o variaciones del mismo en este documento significa el proceso de
transferir una porcion de la L. intracellularis cultivada a células de cultivo nuevo con objeto de infectar las células
nuevas con la bacteria. El término "nuevas", segun se usa en este documento, significa células que todavia no han
sido infectadas por L. intracellularis. Preferiblemente dichas células tienen una media de no mas de aproximadamente
un dia de edad.

El pase de L. intracellularis en cultivos en suspension puede conseguirse retirando una porcion del cultivo original y
afadiéndola a un nuevo matraz que contiene células de cultivo nuevas. Si el cultivo original tiene un elevado numero
de bacterias/ml, por ejemplo, mayor de aproximadamente 10* bacterias/ml, es preferible afadir entre
aproximadamente el 1y el 10% (volumen en volumen) de cultivo desde el matraz infectado a un nuevo matraz que
contiene células nuevas. Esto se realiza preferiblemente cuando el 50-100% de las células estan infectadas. Si hay
menos del 50% de células infectadas, el pase se realiza preferiblemente dividiendo el cultivo en 1:2 en un nuevo
matraz y completando el volumen afiadiendo células de cultivo tisular y medio nuevos. En cualquier caso, no son
necesarias las etapas de lisis celular ni otras etapas, en contraste directo con el pase de cultivos en monocapa, como
en la técnica anterior.

Después de un crecimiento suficiente de las células del cultivo y de la subsiguiente infeccion por L. intracellularis,
segun se determina mediante una tincion con anticuerpos por fluorescencia indirecta (IFA), mediante la TCIDsg u otro
método comparable, se recolecta después al menos una porciéon de las bacterias L. intracellularis cultivadas. La
recoleccion se realiza tipicamente a una infectividad celular de aproximadamente 60% o mayor; sin embargo, el
experto en la materia sabe que la recoleccion podria realizarse a una infectividad celular de menos del 60%. La etapa
de recoleccion puede realizarse separando las bacterias de la suspension mediante varias técnicas conocidas por los
expertos habituales una materia, dadas las ensefanzas de este documento. Preferiblemente, las bacterias L.
intracellularis se recolectan centrifugando el contenido de todos o de una porcién de la suspension para sedimentar
las células del cultivo, resuspendiendo los sedimentos celulares resultantes y lisando las células infectadas.
Tipicamente, al menos una porcidon del contenido se centrifuga a aproximadamente 3000 x g durante
aproximadamente 20 minutos con objeto de sedimentar las células y las bacterias. Entonces el sedimento puede
resuspenderse en, por ejemplo, una disolucion de sacarosa-fosfato-glutamato (SPG) y hacerse pasar
aproximadamente 20 veces a través de una aguja de calibre 25 con objeto de lisar las células. Si se desea una
purificacion adicional, las muestras pueden centrifugarse a aproximadamente 145 x g durante aproximadamente cinco
minutos para eliminar los nucleos y los desechos celulares. Entonces el sobrenadante puede centrifugarse a
aproximadamente 3000 x g durante aproximadamente veinte minutos, y el sedimento resultante resuspenderse en un
diluyente apropiado, tal como SPG con suero bovino fetal (para preparar las bacterias recolectadas adecuadamente
para su liofilizacién, congelacion o para su uso como inoculante) o medio de crecimiento (para preparar las bacterias
recolectadas mas adecuadamente para su pase a células nuevas) .

Segun se menciond previamente, el crecimiento eficaz de L. intracellularis para su produccion a gran escala se mejora
manteniendo las células del tejido creciendo activamente. Con las monocapas, cuando los cultivos se hacen
confluyentes, la tasa de division celular disminuye considerablemente. Los intentos de hacer crecer L. intracellularis
en cultivos tisulares monocapa han tenido un éxito limitado y el aumento de escala no ha sido posible. Sin embargo,
el uso de cultivos en suspension facilita enormemente el mantenimiento de las células en crecimiento activo y permite
una expansion continua del cultivo y el aumento de escala. Usando un fermentador y entre aproximadamente el O y el
3% de O disuelto, segun se explico anteriormente, se permite el crecimiento de hasta y mas de 102 bacterias/ml.

Cuando se usan células IEC-18, es preferible afiadir gelatina, agarosa, colageno, acrilamida o perlas de silice, tales
como microvehiculos porosos Cultisphere-G (HyClone Laboratories, Logan Utah), junto con el medio de crecimiento.
Sin embargo, las células HEp-2 y otras no requieren microvehiculos segun los métodos usados en este documento.

Con el propdsito de mantenimiento del cultivo, en cultivos de HEp-2, se elimina preferiblemente del 25% al 50% del
cultivo y se sustituye por medio nuevo en intervalos semanales. Para los cultivos celulares con microvehiculos o perlas,
se elimina preferiblemente del 25% al 50% del cultivo y se sustituye por medio nuevo 1-2 veces por semana. Con el
propédsito de aumentar la escala, puede anadirse al cultivo del 25% al 50% de medio adicional, o de medio con
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microvehiculos.

Dependiendo de la tasa a la que las células del cultivo se infectan, el pase de células nuevas se produce generalmente
entre aproximadamente cada 2 hasta aproximadamente 7 dias. Suponiendo que las células del cultivo se infecten al
menos al 70% cada 2 a 7 dias, el pase se produce preferiblemente entre aproximadamente cada 5 a 7 dias.

La presente invencién proporciona vacunas que comprenden una cantidad eficaz de una cepa clinica viva avirulenta
de Lawsonia intracellularis como se especifica en las reivindicaciones y los métodos para producir tales vacunas contra
una nueva cepa clinica de L. intracellularis de origen europeo. Preferiblemente, tras mantener las células infectadas
en suspension durante un tiempo prolongado (por ejemplo, 6-8 meses), al menos una porcion de las bacterias L.
intracellularis cultivadas se recolectan y se monitorizan para comprobar la potencial atenuacion. Dicha monitorizacion
se consigue preferiblemente mediante la exposicion de animales hospedadores o de modelos animales para
seleccionar una cepa clinica atenuada. Dichas cepas clinicas atenuadas se usan en vacunas segun los métodos
ensefiados en este documento.

La presente invencion permite una rapida expansion del cultivo y un aumento en el rendimiento de 100-1000 veces, y
reduce los costos para la produccion de L. intracellularis de origen europeo. Como resultado, el abundante suministro
de bacterias L. intracellularis producido se atenua facilmente con el propésito de la produccion de vacunas. El método
de hacer crecer L. intracellularis en suspension aumenta en gran medida la facilidad, la velocidad y el nimero de
bacterias disponibles para este propésito. Cuantas mas células y divisiones celulares se produzcan, mayor sera el
nivel de mutaciones que se produzca, que son ventajosas para el desarrollo de la vacuna. Por lo tanto, el crecimiento
en suspension aumenta la expresion de importantes inmundgenos controlados por genes regulados ambientalmente,
y sus productos de expresion.

Las cepas clinicas atenuadas resultantes pueden cultivarse en cultivos tisulares en monocapas, pero preferiblemente
se cultivan en cultivos en suspension. Mediante el pase multiple, se produce una L. intracellularis atenuada, y se
selecciona para la preparacion de vacunas. En una forma de realizacion preferible, la cepa clinica atenuada resultante
es el n° de acceso de la ATCC PTA-4926.

El antigeno de la vacuna puede recolectarse mediante centrifugacion o microfiltracion, segun se describio
anteriormente. Entonces el antigeno se estandariza a un nivel definido basado en la respuesta inmune o6ptima del
animal hospedador, determinada mediante un ajuste de la dosis en las especies animales hospedadoras.

Las bacterias se pasan sucesivamente para inducir y seleccionar un cultivo vivo avirulento atenuado. El cultivo se
prueba en el animal hospedador para comprobar los signos de atenuacion. El cultivo se recolecta seguin se describid
anteriormente y se liofiliza. Los cerdos, por ejemplo, se vacunan por via oral con de 1 x 10* a 1 x 108 bacterias.
Aproximadamente veintiocho dias después de la vacunacion, los cerdos son inoculados por via oral con
aproximadamente 1 x 107 organismos de un cultivo virulento menos pasado (menos de 30 pases in vitro mas alla de
la cepa clinica original procedente del homogenizado intestinal) de L. intracellularis. Las necropsias de los animales
infectados se realizan 21 dias después de la exposicion, y se observaron los intestinos delgados para evaluar las
lesiones macroscépicas asi como las lesiones microscépicas. También deberia realizarse una PCR, una fluorescencia
indirecta con anticuerpos (IFA) o una inmunohistoquimica (IHC) . Aproximadamente el ochenta por ciento de los
animales de control mostraran lesiones macroscopicas o microscopicas y una prueba positiva de presencia de L.
intracellularis en las células mucosas del intestino usando cualquiera de los métodos de prueba PCR, IFA o IHC. Los
animales vacunados tendran superficies mucosas normales, segun se determina mediante observaciones
histoldgicas, y seran negativos mediante una prueba de PCR entre 3 y 4 semanas tras la inoculacion.

Generalmente, una cepa clinica atenuada inmunogénica de L. intracellularis se produce después de un cultivo continud
durante aproximadamente 150 dias hasta aproximadamente 250 dias, tiempo durante el cual el cultivo se pasa
aproximadamente 50-100 veces. Sin embargo, el experto en la materia sabe que pueden producirse otros cultivos
atenuados modificando estas cifras.

El producto de vacuna de la invencion puede ser liofilizado. Tras la recoleccion, la cepa clinica puede concentrarse
mediante varios métodos conocidos en la materia, y puede mezclarse con un estabilizante, por ejemplo, un
estabilizante de gelatina de sacarosa. El producto de vacuna puede someterse entonces a una congelacion y
desecacion (liofilizacion) . Generalmente, la etapa de congelacion comprende descender bruscamente hasta
aproximadamente -45°C + 3°C y mantener durante desde aproximadamente 150 minutos hasta aproximadamente 480
minutos. La etapa de secado puede comprender etapas primarias y secundarias de secado. Por ejemplo, la etapa
primaria de secado puede comprender: (a) descender bruscamente hasta entre aproximadamente -30°C y
aproximadamente -5°C y mantener durante entre aproximadamente 120 minutos hasta aproximadamente 1000
minutos y, opcionalmente (b) descender bruscamente hasta entre aproximadamente -5°C y aproximadamente 5°C y
mantener durante entre aproximadamente 150 minutos hasta aproximadamente 2000 minutos. La etapa secundaria
comprende generalmente descender bruscamente hasta aproximadamente 27°C + 5°C y mantener durante entre
aproximadamente 330 minutos hasta aproximadamente 1120 minutos. El experto en la materia sabe que estos
intervalos pueden ajustarse dependiendo de las condiciones, por ejemplo, del volumen de partida.

Entonces se prepara una vacuna que comprende una cantidad inmunoldgicamente eficaz de L. intracellularis atenuada
en un vehiculo farmacéuticamente aceptable. En una forma de realizacion preferible, una vacuna comprende el n° de
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acceso de la ATCC PTA-4926 en un vehiculo farmacéuticamente aceptable. El inmundgeno y el vehiculo combinados
pueden estar en una disolucion acuosa, en emulsion o en suspension. Una cantidad inmunoldgicamente eficaz es
determinable mediante los medios conocidos en la materia sin una experimentacion ilicita, dadas las ensefanzas
contenidas en este documento. En general, la cantidad de inmundgeno estara entre 5 y 5000 microgramos, y entre
una TCIDso de 10%°y 10°°, preferiblemente entre una TCIDso de 103° y 10%9, mas preferiblemente entre una TCIDsg
de 10*° y 1050, cuando se usan bacterias purificadas.

La presente invencion también engloba vacunas de combinacion que comprenden la cepa clinica atenuada de L.
intracellularis denominada con el n° de acceso de la ATCC PTA-4926 y material antigénico procedente de al menos
otro patdégeno, incluyendo, pero no limitandose a: especies del género Salmonella (por ejemplo, Salmonella
choleraesuis, Salmonella typhimurium), especies del género Er y sipelothrix (por ejemplo, Er y sipelothrix
rhusiopathiae), especies del género Haemophilus (por ejemplo, Haemophilus parasuis), especies del género
Mycoplasma (por ejemplo, Mycoplasma hyopneumonia), especies del género Leptospira, especies del género
Clostridium (por ejemplo, Clostridium perfingens, Clostridium difficile), especies del género Streptococcus (por ejemplo,
Streptococcus suis), especies del género Brachyspira (por ejemplo, Brachyspira hyodysenteriae), especies del género
Bordetella (por ejemplo, Bordetella bronchiseptica), especies del género Pasteurella (por ejemplo, Pasteurella
multocida), circovirus (por ejemplo, circovirus porcino de tipo 2), virus del sindrome reproductor y respiratorio porcino
(PRRS), virus de la gripe porcina (SIV), coronavirus (por ejemplo, virus transmisible de gastroenteritis (TGE),
coronavirus respiratorio porcino), parvovirus o Escherichia coli; y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En una forma de realizacion, la vacuna de combinacién comprende la cepa clinica atenuada de L. intracellularis
denominada con el n° de acceso de la ATCC PTA-4926 y material antigénico de Salmonella choleraesuis, de especies
del género Erysipelothrix, de especies del género Clostridium, de especies del género Brachyspira, del virus
transmisible de gastroenteritis (TGE), y de Escherichia coli; y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. El material
antigénico de las especies del género Clostridium puede incluir, pero no se limita a, Clostridium perfingens y
Clostridium difficil. El material antigénico de las especies del género Erysipelothrix puede incluir, pero no se limita a,
Erysipelothrix rhusiopathiae.

En otra forma de realizacién, la vacuna de combinacién comprende la cepa clinica atenuada de L. intracellularis
denominada con el n° de acceso de la ATCC PTA-4926 y material antigénico de Salmonella choleraesuis y de especies
del género Erysipelothrix; y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. En otra forma de realizacion, la vacuna de
combinacion comprende la cepa clinica atenuada de L. intracellularis denominada con el n° de acceso de la ATCC
PTA-4926 y material antigénico de Salmonella choleraesuis y de Erysipelothrix rhusiopathiae; y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

En otra forma de realizacién, la vacuna de combinacién comprende la cepa clinica atenuada de L. intracellularis
denominada con el n° de acceso de la ATCC PTA-4926 y material antigénico procedente de al menos otro patdgeno,
incluyendo, pero no limitandose a: especies del género Clostridium (por ejemplo, Clostridium tetani), virus de la gripe
equina (EIV) (por ejemplo, EIV-1, EIV-2), virus del herpes equino (EHV) (por ejemplo, EHV-1, EHV-2, EHV-3, EHV-4,
EHV-5, EHV-6, EHV-7), alfavirus (por ejemplo, virus de la encefalitis oriental, virus de la encefalitis occidental, virus
de la encefalitis de Venezuela), o virus del Nilo occidental; y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Las vacunas segun la invencion se administran generalmente a animales susceptibles, preferiblemente cerdos, en una
o0 mas dosis. La vacuna viva puede administrarse 1 6 2 veces en intervalos de 2 semanas. Para las vacunas vivas
atenuadas es preferible una dosis. Las vias de administracion preferibles de las cepas clinicas vivas atenuadas son
intramuscular, oral o intranasal, pero las vias de inyeccion intramuscular y subcutanea son muy preferibles para la
vacuna muerta.

El diagnostico eficaz de la PPE también se ha visto obstaculizado por el tiempo requerido para cultivar la bacteria
causal. Como resultado de la presente invencion, ahora es posible el desarrollo de herramientas diagndsticas que
promuevan unos ensayos rapidos y precisos para comprobar la presencia de L. intracellularis en muestras biolégicas
tomadas de cerdos y otros animales susceptibles a la PPE.

Las bacterias L. intracellularis de origen europeo de la presente descripcion, o los componentes derivados de dichas
bacterias, pueden usarse como antigeno en un ELISA u otro inmunoensayo, tal como una prueba de anticuerpos
inmunofluorescentes ("IFA"), para detectar anticuerpos contra L. intracellularis en el suero y en otros fluidos corporales
de animales sospechosos de estar infectados con la bacteria. El inmunoensayo actualmente preferible es una IFA,
segun se describe en el ejemplo a continuacion. Alternativamente, las bacterias de la actual invencion pueden usarse
en un ensayo de inmunotransferencia Western.

El protocolo preferible de ELISA segun la invencion es como sigue:
1. Anadir 0,1 ml/pocillo de antigeno diluido en tampdn de cobertura. Incubar durante 18 horas a 4°C.
2. Lavar 3 veces con PBS.
3. Anadir 0,25 ml de tampon de bloqueo a cada pocillo de la placa. Incubar de 1 a 2 horas a 37°C.

4. Lavar 3 veces con tampén de lavado.
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5. Diluir el suero en tampon de bloqueo y afiadir 0,1 ml al primero de los pocillos de la placa. Realizar diluciones
sucesivas 1:2 por toda la placa. Incubar durante 1 hora a 37.

6. Lavar de 3 a 5 veces con tampon de lavado.

7. Diluir el conjugado en tampdn de bloqueo y afiadir 0,1 ml a los pocillos de la placa, e incubar durante 1 hora a
37°C.

8. Lavar de 3 a 5 veces con tampon de lavado.

9. Adadir sustrato.

10. Medir la absorbancia de la luz con un espectrofotémetro.

11. Los pocillos a los que no se ha afiadido antigeno se usan como blancos.

12. Ademas deberian usarse controles positivos y negativos de suero porcino en cada prueba.

El protocolo preferible de inmunotransferencia Western es como sigue:

—_

. Analizar el antigeno en SDS-PAGE al 12% y transferirlo a una membrana de nitrocelulosa.
. Colocar la membrana en tampén de bloqueo durante 2 horas.

. Eliminar el tampon de bloqueo y aclarar con PBS durante 1 minuto.

2
3
4. Diluir el suero en tampon de bloqueo y afiadirlo a la membrana. Incubar durante 2 horas a temperatura ambiente.
5. Lavar 3 veces con tampon de lavado (5 minutos para cada lavado) .

6

. Diluir el conjugado en tampdn de bloqueo y afiadirlo a la membrana. Incubar durante 1 hora a temperatura
ambiente.

7. Lavar 3 veces con tampon de lavado.

8. Anadir sustrato durante 10 minutos o hasta que aparezca una banda intensa.
9. Aclarar con PBS.

10. Secar al aire y almacenar en la oscuridad.

Las bacterias L. intracellularis de origen europeo de la presente descripcion, o los componentes derivados de dichas
bacterias, también pueden usarse para preparar antisuero o anticuerpos para uso diagndstico, profilactico o
terapéutico. Las bacterias L. intracellularis de origen europeo de la presente descripcion, o los componentes derivados
de dichas bacterias, pueden administrarse a un animal no humano en una cantidad eficaz para desencadenar una
respuesta inmune, y el antisuero o el plasma que contienen los anticuerpos contra las bacterias L. intracellularis, o los
componentes derivados de dichas bacterias, pueden recogerse segun los métodos conocidos en la materia y descritos
en este documento.

La presente invencion se describe adicionalmente en los siguientes ejemplos, que se proporcionan Unicamente con
un proposito ilustrativo y no deben ser interpretados como limitantes. De hecho, otras variantes de la invencion seran
facilmente apreciables por el experto habitual en la materia.

Ejemplo 1
Produccion de una vacuna de L. intracellularis

Aislamiento y atenuacion de L. intracellularis de intestinos de cerdos europeos con Enteropatia Proliferativa Porcina
(PPE):

La cepa clinica virulenta de L. intracellularis DK 15540 (DK 15540, DK-15540 y 15540 se usan de forma intercambiable
en este documento) fue aislada por la University of Minnesota a partir de un homogeneizado ileal de un cerdo danés
infectado con enteropatia hemorragica porcina aguda. Esta cepa clinica se ha depositado bajo el Tratado de Budapest
con la American Type Culture Collection, 10801 University Boulevard, Manassas, Virginia 20110-2209 el 9 de enero
de 2003 y se le asigno el numero de acceso PTA-4927. El proceso de aislamiento incluyé el raspado de la mucosa
del ileon, una homogeneizacion, una tripsinizacion durante 30 minutos, y el pase a través de una trituradora de tejidos.
El homogeneizado ileal se pasé entonces a través de una serie de filtros consistentes en 5,0, 1,0 y 0,65 pm. El
homogeneizado se diluy6 en tampon de sacarosa fosfato glutamato con suero bovino fetal al 10% (FBS) . Se realizaron
alicuotas (6 x 1 ml) del homogeneizado y se almacenaron a menos de -70°C. El homogeneizado se usé como inéculo
para infectar matraces en T de 75 cm? de células McCoy. Los cultivos se monitorizaron diariamente para controlar la
infeccion de las células McCoy raspando las monocapas de células McCoy, lisando las células mediante un tratamiento
con cloruro potasico y colocando el sedimento de células concentradas en portaobjetos para microscopio tefiidos



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2333 3347T5

mediante IFA, usando anticuerpos monoclonales especificos para L. intracellularis. Después de once pases en cultivos
celulares dependientes de anclaje, el indculo del pase once se transfirid a un matraz de agitacion de 250 ml que
contenia células McCoy y se hizo crecer en suspension hasta su recoleccion. La cepa clinica danesa de L.
intracellularis (n® de acceso de la ATCC PTA-4927) se atenué mediante el pase continuo in vitro en células McCoy
durante 80 semanas, y se comprob¢ su identidad mediante anticuerpos monoclonales. La cepa clinica atenuada se
denomino B3903 (B3903, B 3903 y B-3903 se usan de forma intercambiable en este documento) . La cepa clinica
B3903 se depositd bajo el Tratado de Budapest con la American Type Culture Collection, 10801 University Boulevard,
Manassas, Virginia 20110-2209 el 9 de enero de 2003 y se le asigno el niumero de acceso de la ATCC PTA-4926.

Cultivos:
Identificacion

Se usaron los requerimientos de crecimiento caracteristicos, las reacciones de PCR y las reacciones con anticuerpos
monoclonales para identificar los materiales de las siembras maestras y de trabajo de L. intracellularis.

Pureza

La pureza de la siembra maestra y de la siembra de trabajo de L. intracellularis se determiné examinando los cultivos
mediante tinciones con anticuerpos monoclonales, pruebas convencionales de agentes extrafios para bacterias y virus
y mediante pruebas de esterilidad de micoplasma.

Virulencia

Las siembras maestras de L. intracellularis no eran virulentas, segun se demostré por la ausencia de la capacidad de
la siembra maestra y del inéculo del retropase de producir los signos clinicos y las lesiones macroscopicas que se
observan en cerdos susceptibles tras la exposicion a L. intracellularis virulenta, segun se ilustra adicionalmente en el
Ejemplo 2, a continuacion.

Intervalo de subcultivos

El material final recolectado de la produccién de L. intracellularis no superd los once pases a partir de la siembra
maestra.

Composicién del medio

Se hicieron crecer Reservas Maestras de Células McCoy europeas (MCS) y se mantuvieron en medio de Eagle
modificado por Dulbecco con Ham F12 reforzado (DMEM/F12) y un 1-10% (v/v) de suero bovino neonatal (NBS) o de
suero bovino fetal (FBS) (medio de crecimiento y mantenimiento celular) .

Las siembras maestras y de trabajo se almacenaron en DMEM/F12 con un 1-10% (v/v) de NBS o de FBS y un 5-15%
(v/v) de glicerol (medio de almacenamiento de las siembras maestras y de trabajo) .

El producto final recolectado se almacend en estabilizante de gelatina de sacarosa (SGS) (medio de almacenamiento
del producto final) .

Propagacion

Los cultivos de las siembras maestras y de trabajo de L. intracellularis se propagaron en MCS McCoy europeas usando
medio de crecimiento y de mantenimiento celular segun se describioé anteriormente, y se almacenaron a menos de o
a aproximadamente -35°C.

Origen de los tejidos

Las siembras de L. intracellularis y los organismos de produccion se hicieron crecer en Reservas Maestras de Células
McCoy (n° de acceso de la ATCC CRL 1696, nimero de lote F-10422) . La reserva de mastocitos se identificé como
3894MMCSS en el pase X. La reserva maestra de células se paso seis veces adicionales y se identificé como EU
McCoy MCS X+0. El pase X+0 de McCoy MCS se almacené a -70°C + 5°C o mas frio. La produccion de la vacuna se
realizé en subcultivos de la linea celular EU McCoy MCS a través del pase 40°.

Recipientes de cultivo

Las EU McCoy MCS se propagaron en matraces de cultivo tisular con un area superficial de 25-150 cm?, en cubas de
células Costar, en frascos rotatorios con entre 850 cm? y 2,2250 cm?, en matraces de agitacion de hasta 40 L de
capacidad, y en biorreactores con desde 3 L hasta 500 L de capacidad.

Los cultivos sembrados de L. intracellularis se hicieron crecer en matraces de agitacion de 250-40.000 ml, en frascos
rotatorios de 850 cm? a 2.250 cm?, en matraces de cultivo tisular con un area superficial de 25-150 cm? o en
biorreactores con desde 3 L hasta 500 L de capacidad.

Los cultivos de produccion de L. intracellularis se hicieron crecer en matraces de agitacion de 6 L hasta 40 L o en
biorreactores con desde 3 L hasta 500 L de capacidad.
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Métodos para preparar suspensiones para la siembra o la inoculacion:
Cultivos de siembra

Se descongelaron siembras maestras o expandidas de trabajo congeladas o frescas de L. intracellularis a temperatura
ambiente (25°C + 3°C) o a 37°C + 2°C. Los biorreactores, los matraces de agitacion o los frascos previamente
sembrados con células McCoy a una densidad celular de 50.000 a 500.000 células/ml se infectaron con L.
intracellularis a una concentracion del 1 al 10% (v/v) o una MOI de 0,08 a 1,0. El cultivo infectado se incubd con una
concentracién de oxigeno reducida cubriéndolo con una mezcla de gases formada por un 86% de N2, un 4% de Hzx y
un 10% de CO.. El cultivo se incub6 durante entre 3 y 10 dias a 37°C + 2°C, a un pH de 6,7 a 7,3, y con agitacion
continua (de 10 a 100 rpm) para mantener una mezcla adecuada para que las células permanezcan en suspension.

Cultivos de produccién

Se descongelaron siembras maestras o expandidas de trabajo congeladas o frescas de L. intracellularis a temperatura
ambiente (25°C + 3°C) o a 37°C + 2°C. Los biorreactores o los matraces de agitacion de 3 L a 500 L de capacidad)
previamente sembrados (de 0 a 7 dias) con células McCoy a una densidad celular de 50.000 a 500.000 células/ml se
infectaron con L. intracellularis a una concentracion del 1 al 10% (v/v) o una MOI de 0,08 a 1,0. El cultivo infectado se
incubd con una concentracion de oxigeno reducida cubriéndolo o rociandolo con una mezcla de gases formada por
un 96% de N2, un 4% de H.. El cultivo se incubd durante entre 3 y 8 dias a 37°C + 2°C, a un pH de 6,7 a 7,3, y con
agitacion continua (de 10 a 100 rpm) para mantener una mezcla adecuada para que las células permanezcan en
suspension.

Técnicas de inoculacion de los cultivos de siembra y de produccion:
Cultivos de siembra

Se inocula hasta el 10% (v/v) de siembra maestra o de trabajo (MOI = de 0,08 a 1,0) en biorreactores, matraces de
agitacion o frascos sembrados con células McCoy de 0-7 dias en medio de crecimiento.

Cultivos de produccién

Se inoculé hasta el 10% (v/v) de la siembra de Producciéon (MOI = de 0,08 a 1,0) en un volumen apropiado del medio
de crecimiento sembrado con células McCoy de 0 a 7 dias con la densidad de células McCoy apropiada en depdsitos
de 3 L a 500 L de capacidad.

Incubacién de los microorganismos

Los cultivos se incubaron a 37°C + 2°C durante entre 3 y 10 dias en una atmdsfera de oxigeno reducida con agitacion
para mantener la suspension. Puede afiadirse medio y/o células McCoy adicionales para continuar el proceso de
crecimiento.

Los cultivos se observaron macroscopicamente durante el periodo de incubacién para buscar pruebas de un
crecimiento anormal o signos de contaminacion.

Recoleccion:
Manipulacion y preparacion de los cultivos

Los cultivos se examinaron buscando signos de un crecimiento bacteriano adecuado mediante una tincion con
anticuerpos por fluorescencia indirecta (IFA) . Los cultivos que estaban preparados para ser recolectados
ejemplificaron del 60 al 100% de infectividad celular. El porcentaje de infectividad se determin6é mediante la
observacion de al menos tres campos, conteniendo cada campo suficientes células McCoy para completar al menos
el 80% del area. Para que se considere como infectada, aproximadamente el 50% de la célula esta llena de bacterias.

La potencia del cultivo recolectado se comprueba mediante valoracion de la muestra en células McCoy que estan
fijadas y tefiidas usando anticuerpos monoclonales especificos (anticuerpo monoclonal anti-L. intracellularis VPM 53
Lote 31599 o equivalente; conjugado de IgG anti-ratén-fluoresceina (FITC) (ICN n° 55499) después de 6 dias de
incubacion a 37°C + 2°C.

Los cultivos se examinaron visualmente para comprobar cualquier signo obvio de contaminacion. La recoleccion se
produjo entre los 3 y los 10 dias tras la inoculacion.

Técnicas y especificaciones de recoleccion

Las células y los contenidos fluidos del biorreactor, de los matraces de agitacion y del frasco del cultivo de produccion
se recolectaron parcial o completamente en un depdsito colector estéril. Cada biorreactor, matraz de agitacion y frasco
del cultivo de produccion se recolecto individualmente, o se agrupé el contenido de varios depositos con la adiciéon de
SGS y se almacenaron a entre 1°C y 7°C o mas frio. Se tomaron muestras del cultivo de produccion recolectados para
comprobar la potencia mediante la TCIDsp y su identificacion mediante una tincion IFA.
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Los cultivos de produccion mostraron una TCIDsg de al menos 4,9/ml mediante una tincién IFA y no presentaban
ninguna prueba de contaminacion tras su observacion microscoépica.

Preparacion del producto de vacuna:
Meétodos de concentracion

El producto de vacuna puede concentrarse mediante varios métodos, por ejemplo, permitiendo sedimentar el cultivo
con la subsiguiente decantacion del sobrenadante, mediante filtracion de membrana (0,22 ym o menor), perfusion o
mediante centrifugacion.

Se prepara una disolucion de gelatina hidrolizada mezclando la gelatina con agua desionizada o agua para inyeccion
a aproximadamente el 25% del volumen final total del tamafo del lote de SGS e hidrolizando en autoclave durante
120 minutos a 121°C.

Estabilizante de gelatina de sacarosa (SGS)

La disolucion de gelatina hidrolizada (40,0 g/L) se mezcld entonces con agua desionizada o agua para inyeccion a
aproximadamente el 75% del volumen final total del tamafio del lote de SGS. Se afiadieron hidroxido potasico (AR)
(0,548 g/L), acido L-glutamico (1,440 gl), fosfato dipotasico (AR) (2, 508 g/L), dihidrogenofosfato potasico (AR) (1,030
g/L), y sacarosa (AR) (150,00 g/L) y la disolucion se mezcld exhaustivamente. Entonces se ajustd el pH del
estabilizante a entre 6, 8 y 7, 0 con disoluciones de acido clorhidrico o de hidréxido sédico. Se afiadié agua desionizada
0 agua para inyeccion hasta el 100% del volumen final deseado del SGS. El estabilizante completo se mezclé
exhaustivamente, y toda la disolucion se esterilizé mediante filtracion a través de un filtro de 0,1 micrémetros.

En la Tabla 1 se muestra un ejemplo de montaje de unidades para hacer una serie:

TABLA 1

200.000-300.000 ml
100.000 ml (25% V/v)
0-150.000 ml
400.000 ml

L. intracellularis

Estabilizante de gelatina de sacarosa (SGS)

DMEM/F12 (se puede agregar para estandarizar el producto)
VOLUMEN TOTAL

El volumen de una serie promedio fue de 50L a 500L.

Liofilizaciéon

El producto de vacuna se liofilizé segun el procedimiento esquematizado en la Tabla 2 para un ciclo de 10 dosis (6, 0
ml de llenado) o en la Tabla 3 para un ciclo de 50/100 dosis (10,0 ml de llenado) .

TABLA 2
ETAPAS °C Velocidad (minutos) Espera (minutos) Presion (mT)
PREENFRIAMIENTO* 5° N/A N/A Atmosférica
CONGELACION -47° + 3° | Tan rapido como sea 150 Atmosférica
posible
1° SECADO, 1 ° -156°+2° 120 120 100-150
1° SECADO, 2° 0°x2° 120 180 100-150
2° SECADO, 1° 32°+£2° 240 180 60-80
2° SECADO, 2° 26° + 2° 240 Tan rapido como sea 60-80
posible
Tiempo total: 1352 minutos (22,5 horas)
* Los estantes se enfrian previamente a 5°C + 2°C durante la carga del liofilizador.
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TABLA 3
ETAPAS °C Velocidad (minutos) Espera (minutos) Presion (mT)
PREENFRIAMIENTO* 5° N/A N/A Atmosférica
CONGELACION -48° + 3° 60 90 Atmosférica
1° SECADO -15°+2° 60 1500 100-150
2° SECADO 26° £ 2° 60 600 60-80
Tiempo total: 2370 minutos (39,5 horas)
* Los estantes se enfrian previamente a 5° + 2°C durante la carga del liofilizador.

Ejemplo 2
Seguridad de la vacuna de L. intracellularis
Propésito:

Los objetivos de este estudio fueron dobles. El primer objetivo de este estudio era observar y comparar la incidencia
de la enfermedad causada por tres cepas clinicas diferentes de bajo pase (dos de origen estadounidense y una de
origen europeo) de L. intracellularis en cerdos a las 6 semanas de edad. El segundo objetivo era observar la seguridad
de dos cepas clinicas de alto pase (ambas de origen europeo) de L. intracellularis en cerdos a las 6 semanas de edad.

Materiales y métodos:
Sustancias de prueba

Cepa clinica estadounidense de bajo pase N343 de L. intracellularis

Cepa clinica estadounidense de bajo pase N101494 de L. intracellularis.

Cepa clinica europea de bajo pase DK 15540 p20 de L. intracellularis

Cepa clinica europea de alto pase DK 15540 p60 de L. intracellularis

Cepa clinica europea de alto pase DK 15540 p80 (denominacion de la siembra maestra B3903) de L. intracellularis

o=

Formulacion de las sustancias de prueba

Las cepas clinicas de bajo pase se hicieron crecer de forma continua durante 10-20 semanas tras su aislamiento en
una suspension de células McCoy. Las cepas clinicas de alto pase se hicieron crecer de forma continua durante 60-
80 semanas tras su aislamiento en una suspension de células McCoy. Todos los cultivos se recolectaron mediante
centrifugacion a 10.000 RPM durante 15 minutos. Los sedimentos del cultivo celular McCoy que contenian la Lawsonia
se resuspendieron en una disolucion de Sacarosa-Fosfato-Glutamina (SPG) con un 10% de FBS.

Almacenamiento de las sustancias de prueba

Los cultivos recolectados se almacenaron a -70°C hasta el dia de la exposicion. Los cultivos de exposicion de la misma
cepa clinica pero de diferentes fechas de recoleccion se descongelaron y se combinaron en frascos de plastico de
vacunas, se etiquetaron y se almacenaron a 4°C o en hielo hasta el momento de la exposicion.

Ensayo de las sustancias de prueba

Se realiz6 una TCIDsg en todas las cepas clinicas expuestas agrupadas en el momento de la exposicién (dia 0) . Los
titulos medios (n=3) (TCIDso/ml) fueron como sigue en la Tabla 4:

TABLA 4
Sustancia de prueba Titulo promedio (TCID)so/ ml)
L. intracellularis N343 6,4
L. intracellularis N101494 6,1
L. intracellularis DK 15540 p20 6,2
L. intracellularis DK 15540 p60 6,87
L. intracellularis DK 15540 p80 7.4

Diserio del estudio

El estudio consistié en cinco grupos experimentales y un grupo de control. En el dia 0 del estudio, el Grupo 1 (10
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cerdos, 6 semanas de edad) recibié6 una dosis intragastrica (IG) de 10 ml o equivalente de la cepa clinica
estadounidense de bajo pase N343 de L. intracellularis. El grupo 2 (10 cerdos, 6 semanas de edad) recibié una dosis
IG de 10 ml o equivalente de la cepa clinica estadounidense de bajo pase N101494 de L. intracellularis. El grupo 3 (10
cerdos, 6 semanas de edad) recibié una dosis IG de 10 ml o equivalente de la cepa clinica europea de bajo pase
DK15540 p20 de L. intracellularis. El grupo 4 (10 cerdos, 6 semanas de edad) recibié una dosis IG de10 ml o
equivalente de la cepa clinica europea de alto pase DK15540 60 semanas de L. intracellularis. El grupo 5 (20 cerdos,
6 semanas de edad) recibi6 una dosis de 10 ml o equivalente de la cepa clinica europea de alto pase DK 15540 p80
de L. intracellularis. El grupo 6 (10 cerdos, 6 semanas de edad) denominado "Controles Estrictos" no recibid
tratamiento.

Se realizaron observaciones diarias de la salud desde el inicio del estudio hasta el dia de la exposicién de los animales
de prueba apropiados. La salud clinica (comportamiento, apetito, estado corporal, capa pilosa y consistencia de las
deposiciones se puntuaron diariamente en una escala de 1 a 4 desde el dia de la exposicion (dia 0) hasta la finalizacion
del estudio (dia 21) . Las ganancias de peso medias diarias (ADWG) se calcularon desde el dia de la exposicion (dia
0) hasta la finalizacion del estudio (dia 21) . Se evalud la excrecion fecal de L. intracellularis en los dias 0,7, 14 y 21.
El Unico animal que muri6 (del Grupo 1) a lo largo del estudio se examind para comprobar las lesiones macroscopicas
y microscopicas. Se determiné que la muerte era debida a lesiones asociadas con la PPE confirmadas mediante
histologia y un analisis por PCR; el animal no se remplazé. El analisis cualitativo del contenido de Lawsonia en heces
se evalué mediante PCR junto con una evaluacion histolégica de L. intracellularis en el ileon y el colon. Se recogi6é
suero en los dias 0,7, 14 y 21 del estudio.

Resultados:

Compendio de los resultados del estudio

TABLA 5
Grupo | Tratamiento | N°de Titulo Serologia | Excrecion |PCR| FA | Histologia Lesiones ADWG | Puntuaciones
cerdos | (TCID)so/ ml) fecal macroscopicas clinicas
1 N343 9 74 19% 1% 0% | 1% | 44% 1 0,61 523
2 N101494 10 71 10% 10% 10% | 30% | 30% 1,2 08 5,15
3 |DK15540p20 | 10 72 18% 13% 30% [10% | 20% 1,2 0,86 5,01
4 | DK15540p60| 10 7,87 5% 0% 0% | 0% 10% 1 0,9 5
5 |DK15540p80 | 20 8,4 0% 0% 0% | 0% 0% 1 1,05 5
6 Controles 10 0 0% 0% 0% | 0% 0% 1,05 0,91 5
estrictos

Observaciones generales

Se realizaron observaciones diarias de la salud hasta la exposicion. Se evalud el estado clinico de los animales
diariamente tras la exposicion durante la duracion del estudio. Las observaciones incluyeron: comportamiento, apetito,
estado corporal, capa pilosa y consistencia de las deposiciones. El estado clinico de estos animales se evaluo en base
a un sistema de puntuacion numérico, que refleja la gravedad de la enfermedad. Las puntuaciones variaban desde 1
hasta 4 para cada parametro. Se dio una puntuacion de 1 a un animal con un aspecto normal y saludable, una
puntuacion de 3 a un animal que mostraba signos clinicos graves y una puntuacion de 4 a un animal que habia
fallecido. La puntuacion diaria media de los controles estrictos, DK15540 p60 y DK15540 p80 era de 5, 0. Las
puntuaciones diarias medias del material de bajo pase fueron N343 (5, 23), N101494 (5, 15) y DK15540 p20 (5, 01) .
El analisis estadistico de estos resultados no indico diferencias entre los grupos de tratamiento y de control usando la
prueba de la suma por rangos de Kruskal-Wallis.

Ganancias de peso medias diarias (ADWG)

Las ganancias de peso medias diarias se calcularon a partir del momento de la exposicién (dia 0) hasta la finalizacion
del estudio (dia 21) . La ganancia de peso media por dia del grupo de control estricto fue de 0,408 kg. La ganancia de
peso media de los grupos de tratamiento de bajo pase fue de sélo 0,272 (N343), 0,363 (N101494) y 0,39 (DK15540
p20) kg/dia. Los grupos de tratamiento de alto pase revelaron la misma ganancia de peso por dia, o aumentada, en
comparacion con el grupo de control estricto que no fue expuesto, con 0,408 kg/dia (DK15540 p60) y 0,476 kg/dia
(DK15540 p80) respectivamente. La diferencia media en las ganancias de peso medias diarias fue significativamente
menor en el grupo de tratamiento N343 en comparacion con los grupos de tratamiento de alto pase (DK15540 p60 y
p80) y los grupos de control estricto en el dia 21 del estudio. (Prueba de la x? de Pearson p<0,05) .

Seroconversiéon

Se midio la seroconversion tras la exposicién a Lawsonia en cerdos comprobando la presencia de anticuerpos anti-
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Lawsonia usando un ensayo IFAT. En el dia 0, sélo en el grupo de tratamiento N343 se observé una seroconversion
detectable en 2/10 cerdos. En el dia 7 se observo en 2/9 cerdos (N343) y en 1/10 cerdos (DK15540 p20) un IFA
positivo para los anticuerpos de Lawsonia. En el dia 14, 2/9 cerdos eran positivos en el IFA en el grupo de tratamiento
N343, 1/10 en DK15540 p20 y p60 respectivamente. El dia 21 reveld 1/10 cerdos (N343), 4/10 cerdos (N101494) y
6/10 cerdos (DK15540 p20) que eran positivos en el IFA, mientras que los grupos de tratamiento de alto pase
(DK15540 p60 y p80) no mostraban una seroconversion detectable. La seroconversion tras la exposicion a Lawsonia
aumentod en los grupos de tratamiento que recibian L. intracellularis de bajo pase tanto de las cepas clinicas
estadounidenses como europeas en el dia 21 del estudio.

Excrecion fecal

Las pruebas de PCR en las heces demostraron la presencia de L. intracellularis comenzando el dia 14, en el que 4/ 9
en el N343, 4/10 en el N101494 y 5/10 en el DK15540 p20 de animales de bajo pase dieron positivo. Tanto los grupos
de tratamiento de alto pase como de control estricto eran negativos en la PCR el dia 14. En el dia 21, el grupo de
tratamiento DK15540 p20 tuvo 1 animal positivo en la PCR, mientras que el resto de los grupos de tratamiento de
control dieron negativo en la PCR. No se observo ninguna prueba de la presencia en los grupos de cepas clinicas de
alto pase (DK15540 p60 y p80) usando una PCR alo largo del estudio. Los animales positivos en la PCR, que indicaba
una presencia activa de Lawsonia en sus heces, eran mas significativos en los grupos de cepas clinicas de bajo pase
(N343, N101494 y DK15540 p20) en el dia 14 del estudio que los grupos de cepas clinicas de alto pase los controles
estrictos (Prueba de la x? de Pearson p<0,05) .

PCR en el dia 21: ileon y colon

La prueba de PCR de los raspados de mucosa del ileon y el colon se realiz6 tras la necropsia (dia 21) . Las muestras
que fueron positivas en la PCR para la colonizacion por L. intracellularis eran (2/10 colon) en los grupos de cepas
clinicas de bajo pase N101494 y (2/10 ileon y 4/10 colon) en DK 15540 p20. Todos los demas grupos de tratamiento
y de control fueron negativos en la PCR de los tejidos el dia 21 del estudio. Los resultados indicaron que el ileon y el
colon de los cerdos de DK15540 p20 estaban significativamente mas colonizados por L. intracellularis en comparacion
con todos los grupos de tratamiento de control (* Prueba de la x? de Pearson p<0,05) .

Histologia

Se recogieron secciones del ileon terminal y del colon en la necropsia (dia 21) y se colocaron en formalina tamponada
para su analisis histolégico. Se observo la presencia de bacterias intracelulares y una hiperplasia de las criptas en los
tejidos tefiidos con hematoxilina y eosina (H&E) y reactivos de plata de Warthin-Starr y de 4/9 cerdos (N343), 3/10
cerdos (N101494), 2/10 cerdos (DK15540 p60) y 1/20 cerdos (DK15540 p80) . El desarrollo de lesiones fue confirmado
mediante una tincién con anticuerpos fluorescentes usando anticuerpos monoclonales contra Lawsonia intracellularis
en 1/9 cerdos (N343), 3/10 cerdos (N101494) y 1/10 cerdos (DK15540 p60) . La FA no detecto lesiones causadas por
Lawsonia en el colon de ninguno de los grupos de tratamiento ni de control. Los resultados de la FA indicaron el
desarrollo de una lesion significativa en el ileon de cerdos del grupo de tratamiento N101494 en comparacién con
todos los grupos de tratamiento y de control. La tincion H&E / plata mostré el desarrollo de una lesion significativa
asociada a la PPE en el grupo de tratamiento N343 en comparacion con todos los grupos de tratamiento y de control.
(Prueba de la x? de Pearson p<0,05) .

Puntuaciones macroscopicas

Se puntuaron el ileon y el colon en el momento de la necropsia (dia 21) para evaluar las lesiones asociadas con la
PPE. A los tejidos se les dio una puntuacion de 1 para un aspecto normal (sin desarrollo de lesiones), una puntuacion
de 2 para las lesiones que mostraban un engrosamiento leve, de 3 para un engrosamiento moderado y una puntuacion
de 4 para un engrosamiento grave. Los controles estrictos tenian una puntuacion clinica media de 1,05, N343 (1,0),
N101494 (1,2), DK15540 p20 (1,2) y DK15540 p60 y p80 (1,0) . La puntuacion de las lesiones macroscopicas medias
no indicé una diferencia estadistica entre los grupos de control y de tratamiento usando la prueba del analisis de la
variancia para comparaciones multiples.

Conclusiones:

Basandonos en los datos recogidos, este estudio demuestra que los cerdos expuestos a una baja dosis de pase de
N343, N101494 y DK15540 con una TCIDso mayor de 1 x 10’bacterias/dosis aumenta la incidencia de la PPE en estos
animales. Las cepas clinicas de alto pase (DK15540 p60 y p80) dadas a los cerdos de la misma edad con una TCIDsg
mayor de 1 x 10’demostraron ser seguras y mostraron una reduccion de la colonizacion y del desarrollo de lesiones
asociadas con la PPE. Esta conclusion se baso en la PCR de la mucosa del ileon, la histopatologia y las tinciones FA
de las secciones tisulares.

Se hizo evidente una reduccion de la presencia de L. intracellularis en las heces determinada mediante PCR en las
cepas clinicas de alto pase en comparacion con las cepas clinicas de bajo pase. Las ganancias de peso medias diarias
calculadas para todos los grupos de tratamiento de control apoyan esta conclusién, mostrando una ganancia diaria de
peso uniforme positiva en los grupos que recibieron las cepas clinicas de alto pase y en los controles estrictos en
comparacion con los grupos que recibieron cepas clinicas de bajo pase, especialmente los animales del grupo de
tratamiento N343. Esta observacion indica una reduccion en las ganancias de peso en los animales que recibieron
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material de bajo pase, que apoya un rendimiento de crecimiento adecuado y similar de los animales que recibieron
material de alto pase con los animales que no recibieron ningin material de exposicion. En comparaciéon con los
controles estrictos, las cepas clinicas de alto pase no mostraron un impacto negativo en la ganancia de peso ni en la
salud global basandonos en las puntuaciones clinicas.

Ejemplo 3
Eficacia y titulo protector minimo
Propésito:

Los objetivos de este estudio eran determinar el titulo protector minimo de una vacuna que comprende la cepa clinica
B3903 (liofilizada) (DK 15540, pase 80) ("vacuna B3903 (liofilizada") y "vacuna B3903" se usan de forma
intercambiable en este documento) administrada mediante enjuagues orales a cerdos de 3 semanas de edad y para
demostrar su eficacia frente a una exposicion virulenta de un cultivo puro heterélogo de bajo pase de L. intracellularis,
el agente causal de la Enteropatia Proliferativa Porcina (PPE) en cerdos.

Materiales y métodos:
Sustancia de prueba: cultivo vivo atenuado de L. intracellularis, cepa clinica B3903
Formulacién de la vacuna de B3903 (liofilizada)

Las cepas clinicas DK 15540 se hicieron crecer de forma continua durante 80 semanas tras su aislamiento en una
suspension de células McCoy. Todos los cultivos se recolectaron mediante centrifugacion a 10.000 RPM durante 15
minutos. Los sedimentos del cultivo de células McCoy que contenian la Lawsonia se resuspendieron en una disolucion
de Sacarosa-Fosfato-Glutamina (SPG) con un 10% de FBS. La desecacion se realizd segun se describe en el Ejemplo
1, anteriormente. El producto liofilizado es reconstituido en agua, c.s.p. 2, 0 ml, para inyeccion.

Almacenamiento de la vacuna de B3903 (liofilizada)

La vacuna se almacend a 2°C-8°C hasta que estuviera lista para su uso. Después de la resuspension, la vacuna se
almaceno en hielo hasta su administracion.

Dosis de la vacuna de B3903 (liofilizada)

1. Dosis alta (grupo de tratamiento 1) : 1 x 2 ml (6, 0 logs/dosis) mediante un enjuague oral directo en el dia
0 del estudio.

2. Dosis media (grupo de tratamiento 2) : 1 x 2 ml (4, 9 logs/dosis) mediante un enjuague oral directo en el
dia 0 del estudio.

3. Dosis baja (grupo de tratamiento 3) : 1 x 2 ml (3, 8 logs/dosis) mediante un enjuague oral directo en el dia
0 del estudio.

Sustancia de prueba: placebo

Se administré un placebo consistente en células del cultivo tisular McCoy no infectadas suspendidas en medio de
crecimiento DMEM/F12 reforzado con NBS al 5% a los grupos de tratamiento 4 (control de exposicion) y 5 (control
negativo) en el dia 0 del estudio. Esta sustancia se administro a los lechones del grupo de tratamiento 4 mediante un
enjuague oral directo, y se administraron 1 x 2 ml de placebo por animal de prueba.

Sustancia de prueba: exposicion virulenta de L. intracellularis N101494

Se obtuvo L. intracellularis N101494 del intestino de un cerdo de 12 semanas de edad de una granja de Indiana
(patente de Estados Unidos 5.714.375) .

Formulacién de la exposicion virulenta de L. intracellularis N101494

El material de exposicion de L. intracellularis se hizo crecer de forma continua en una suspension de células McCoy
no mas de 30 pases tras el aislamiento inicial a partir del tejido intestinal infectado. Los cultivos activos (2 x 3 L)
identificados como SF 1422 y SF 1423, ademas de (1 L) SF 1421, se hicieron crecer en una suspension de células
McCoy durante 7 dias hasta una infeccion de las células McCoy del 15-30%. El dia de la exposicion (dia 21), los
cultivos activos se recolectaron mediante centrifugacion a 10.000 rpm durante 15 minutos, y los sedimentos celulares
se resuspendieron en 350 ml de volumen total con estabilizante SPG. El cultivo activo recolectado se agrupé con 300
ml de reservas de exposicion N101494 concentradas de 10X a 20X congeladas de bajo pase a varios pases (pase 24
a 27 tras el aislamiento) .

Almacenamiento de la exposicion virulenta de L. intracellularis N101494

Las formulaciones finales preparadas para la exposicion se almacenaron a entre 2°C y 8°C o en hielo hasta la
inoculacion.
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Titulos pre/post-vacunacion y exposicion

Los resultados del ensayo de la TCIDsg verificaron la cantidad de L. intracellularis viva administrada a cada animal de
prueba por dosis durante la vacunacion y la exposicion. Los titulos medios (n=5) de las pre y post titulaciones para la
vacuna B3903 y el material de exposicion (L. intracellularis N101494) eran como sigue en la Tabla 6:

TABLA 6
Grupo| Tratamiento Promedio de logs/dosis (2 ml) | Promedio de logs / dosis (2 ml) post- | Promedio total
(logs/dosis) pre-vacunacion (TCID)s¢/ml) vacunacion (TCIDsg/ml) de logs/dosis
1 Dosis alta de 6,07 5,89 6,0
la vacuna
B3903
2 B3903 vacuna 4,94 4,84 49
dosis media
3 Dosis baja de 3,9 3,5 3,8
la vacuna
B3903
4 Controles de 7,85 7,57 7,71
desafio

Diserio del estudio

Sesenta y cinco lechones destetados sanos negativos para L. intracellularis de 3 semanas de edad se dividieron
aleatoriamente en 5 grupos de tratamiento y se alojaron por separado a lo largo de todo el estudio. En el dia 0, el
grupo de tratamiento 1 (15 cerdos) recibié una dosis de 2 ml (6, O logs/dosis) de vacuna de B3903 mediante un
enjuague oral directo. El grupo de tratamiento 2 (15 cerdos) recibié una dosis de 1 x 2 ml de vacuna de B3903 con un
titulo de 4, 9 logs/dosis mediante un enjuague oral directo. El grupo de tratamiento 3 (15 cerdos) recibié una dosis de
1 x 2 ml de vacuna de B3903 con un titulo de 3, 8 logs/dosis mediante un enjuague oral directo.

Los grupos de tratamiento 4 y 5 (10 cerdos/grupo) recibieron una dosis de 1 x 2 ml de placebo mediante un enjuague
oral directo.

En el dia 21 del estudio (3 semanas después de la vacunacion), los cerdos de prueba de los grupos de tratamiento 1
- 4 recibieron una dosis de 1 x 10 ml de un cultivo puro virulento de bajo pase de la cepa clinica heteréloga N101494
de L. intracellularis mediante cebado gastrico.

En el dia 42 del estudio (3 semanas después de la exposicion), todos los grupos de tratamiento (1 - 5) fueron
sacrificados, y se les realizé una necropsia para un analisis macroscopico y microscoépico de las lesiones de la PPE.

Se realizaron observaciones diarias de la salud desde el dia del inicio del estudio hasta el dia de la exposiciéon de cada
animal de prueba. Se puntud la salud clinica (diarrea, comportamiento y estado corporal) diariamente desde el dia de
la exposicion (dia 21) hasta la finalizacion del estudio (dia 42) . Los pesos se tomaron el dia de la vacunacion (dia 0),
el dia de la exposicion (dia 21) y el dia de finalizacion del estudio (dia 42) para calcular las ganancias de peso medias
diarias de cada grupo de tratamiento. La excrecion fecal de L. intracellularis se evalu6 mediante una reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) comprobando los exudados fecales (f-PCR) en los dias 0, 7, 14, 21, 28, 35y 42 del
estudio. Todos los animales sacrificados al finalizar el estudio (dia 42) fueron examinados para comprobar las lesiones
macroscopicas y microscopicas. El analisis cualitativo del contenido bacteriano en los tejidos se evalué mediante PCR
(t-PCR) junto con una evaluacion histoldgica de L. intracellularis en el ileon, el colon, la amigdala y el nédulo linfatico
mesentérico el dia 42 del estudio. El suero se recogié los dias 0, 7, 14, 21, 28, 35 y 42 del estudio. El suero se probd
usando la prueba indirecta de anticuerpos fluorescentes (IFAT) para detectar anticuerpos anti-Lawsonia en los
animales de prueba. Las comparaciones en el grupo de tratamiento se realizaron mediante el analisis de los datos de
las ganancias de peso medias diarias tras la vacunacion y tras la exposicion, las puntuaciones clinicas, las tasas de
seroconversion (IFAT), la colonizacion (t-PCR), la excrecion fecal (f-PCR), y el desarrollo de lesiones macroscopicas
y microscépicas mediante inmunohistoquimica (IHC) .

Resultados:

Compendio de los resultados primarios
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TABLA 7
Grupo de | Cerdos | ID del grupo de Puntuacion Puntuacion Puntuacion Puntuacion
tratamiento| por tratamiento promedio de promedio de promedio de promedio de
grupo (logs/dosis) lesiones lesiones lesiones lesiones
macroscoépicas macroscoépicas microscopicas microscopicas
(ileon) (colon) (ileon) (colon)
1 15 Dosis alta de la 1,5ab 1,2a 0,2ab 0,1a
vacuna B3903
(6,0)
2 15 Dosis media de 1,2ab 1,0a 0,4 ab 0,0a
la vacuna
B3903 (4,9)
3 15 | Dosis baja de la 25b 1,5b 1,0b 0,3a
vacuna B3903
(3.8)
4 10 Controles 3,6¢c 2,2b 24 ¢ 1,5b
expuestos
5 10 Controles 1,0a 1,0a 0,0a 0,0a
estrictos
* Aligual que las letras indican que no hay diferencia significativa (p <0,05)

Los resultados finales de las pruebas para cada grupo de tratamiento revelaron el desarrollo de lesiones
macroscoépicas y microscopicas significativas en el ileon y el colon en cerdos de control expuestos no vacunados
(grupo 4) en comparacion con los cerdos vacunados independientemente de la dosis (alta, media y baja) en los grupos
1, 2 'y 3 (p<0,05) . Las puntuaciones medias de las lesiones macroscopicas del colon con una dosis baja de vacuna
no eran significativamente diferentes a los controles expuestos. El grupo con una dosis baja de vacuna (grupo 3) es
el unico grupo de tratamiento que recibié vacuna y tuvo un desarrollo de lesiones significativo (macroscopicas y
microscopicas) en comparacion con el grupo de control estricto que no recibié una vacunacion, placebo ni exposicion
a lo largo del estudio.

Puntuaciones clinicas

Se registraron diariamente las puntuaciones clinicas de cada animal desde el dia de la exposicion (dia 21) hasta la
necropsia (dia 42). Las puntuaciones clinicas se calcularon para obtener una puntuacion clinica diaria media que
reflejara la gravedad y la duracion de la afeccion entre los grupos de tratamiento debido a la recepcion de una
exposicion virulenta a L. intracellularis. Las puntuaciones clinicas medias de cada grupo de tratamiento se resumen
en la Tabla 8.

TABLA 8
Grupo de tratamiento Identificacion de grupo Puntuacion clinica promedio
1 Vacuna B3903 - dosis alta 3,1a
2 Vacuna B3903 - dosis media 3,0a
3 Vacuna B3903 - dosis baja 3,0a
4 Control expuesto 3,0a
5 Control estricto 3,0a

* Al igual que las letras, no se observan diferencias significativas entre las puntuaciones clinicas promedio desde el
dia de la prueba hasta la necropsia (p <0,05).

El analisis estadistico de las puntuaciones clinicas se consiguio revisando los datos relacionados con los grupos de
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tratamiento que recibieron las puntuaciones clinicas medias usando un analisis de la variancia unifactorial. No hubo
pruebas de diferencias significativas entre los grupos de control expuestos no vacunados y los controles estrictos en
comparacion con los grupos vacunados con dosis altas, medias o bajas.

Ganancias de peso medias diarias

Las ganancias de peso medias diarias (ADWG) se calcularon desde el momento de la administracion de la vacuna
(dia 0), hasta la administracion de la exposicion (dia 21), hasta la finalizacion del estudio (dia 42) . El analisis
estadistico de las diferencias en la ganancia de peso entre los grupos de tratamiento de control expuestos vacunados
con dosis altas y no vacunados revelo pruebas de una diferencia significativa desde el momento de la administracion
de la exposicion hasta la necropsia (p<0,05) . Los datos del peso se resumen en la Tabla 9.

TABLA 9
Grupo de Identificacion del Peso inicial ADWG ADWG ADWG Total (kg)
tratamiento grupo promedio (kg) (dia 0 -21) (dia 21 - 42) (Vacunacion a Necropsia)
kg) (kg)
1 Dosis alta de la 8,074 a 0,426 a 0,739 a 0,585 a
vacuna B3903
2 Dosis media de la 8,029 a 0,454 a 0,726 ab 0,590 a
vacuna B3903
3 Dosis baja de la 8,165 a 0,426 a 0,671 ab 0,549 a
vacuna B3903
4 Control exspuesto 8,029 a 0,435 a 0,658 b 0,549 a
5 Control estricto 8,029 a 0,426 a 0,739 ab 0,581 a
* Al igual que las letras, no se observan diferencias significativas entre los grupos de tratamiento en ADWG desde
el dia de la vacunacion hasta el desafio y desde el dia de la prueba hasta la necropsia (p <0,05).

Seroconversion (IFAT)

Se recogieron semanalmente muestras de suero de todos los animales de prueba en cada grupo de tratamiento y se
comprobd la presencia de anticuerpos IgG anti-Lawsonia en los dias 0, 7, 14, 21, 28, 35y 42 del estudio. Las muestras
de control IFAT positivas y negativas fueron 100% precisas en todos los ensayos realizados en este estudio. En los
dias 0 hasta 21 (3 semanas después de la vacunacion), todos los animales de prueba de cada grupo de tratamiento
dieron negativo en el IFA. En el dia 28 (1 semana después de la exposicion) del estudio, 1/15 (6,7%) de los animales
de prueba del grupo de tratamiento con una dosis alta de vacuna dieron positivo en el IFA mientras que todos los
demas dieron negativo en el IFA. En el dia 35 (2 semanas después de la exposicion) del estudio, 4/15 (26,7%) de los
cerdos de los grupos de tratamiento con dosis altas y dosis medias de vacuna y 1/10 (10%) de los cerdos del grupo
de tratamiento de control expuestos no vacunados dieron positivo en el IFA para los anticuerpos de Lawsonia. Ambos
grupos de tratamiento con una dosis baja de vacuna y de control estricto dieron negativo en el IFA en el dia 35. En el
dia 42 (3 semanas después de la exposicion) del estudio, 8/10 (80%) de los cerdos del grupo de control expuesto,
6/15 (40%) de los cerdos del grupo con una dosis media de vacuna, 5/15 (33, 3%) de los cerdos del grupo con una
dosis baja de vacuna y 3/15 (20%) de los cerdos del grupo con una dosis alta de vacuna dieron positivo en el IFA. El
grupo de tratamiento de control estricto dio negativo en el IFA al finalizar el estudio (dia 42) .

Los datos de seroconversion se analizaron usando la estadistica de x2. Para los resultados obtenidos en el grupo de
tratamiento de control estricto no se tuvo en cuenta una estadistica de x? debido al 100% de respuestas negativas
encontradas para cada animal de prueba a lo largo del estudio. En los grupos de tratamiento que recibieron una vacuna
o placebo, los resultados del IFAT se compararon usando una estadistica de x? con una estimacion del valor exacto
de p (Monte-Carlo) . Los resultados positivos del IFAT obtenidos de los grupos expuestos que recibieron una
exposicién a un cultivo puro virulento eran significativamente mayores que los que recibieron una dosis alta de vacuna
y una dosis baja de vacuna (p<0,05) en el dia 42 (3 semanas después de la exposicion) del estudio.

Excrecion fecal de L. intracellularis (PCR)

Se recogieron semanalmente los exudados fecales de todos los animales de prueba de cada grupo de tratamiento y
se comprobo la presencia de L. intracellularis mediante PCR en los dias 0, 7, 14, 21, 28, 35 y 42 del estudio. La
extraccion positiva y negativa de ADN y los controles de la reaccién de PCR fueron 100% precisos para cada ensayo
realizado en este estudio. Todos los animales de prueba de cada grupo de tratamiento dieron negativo en heces
mediante PCR para L. intracellularis desde el dia 0 (vacunacion) hasta el dia 21 (exposicion) . Los cerdos del grupo
de control estricto permanecieron negativos en heces mediante PCR para L. intracellularis en sus heces a lo largo del
estudio. La excrecion fecal de L. intracellularis (PCR fecal positiva) fue evidente en varios grupos de tratamiento cada
semana tras la inoculacion de la exposicion. Estos resultados se resumen en la Tabla 10.
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TABLA 10

Grupo de
tratamiento

Identificacion del
grupo

Dia 28 (1 semana
después de la
exposicion)

Dia 35 (2 semanas
después de la
exposicion)

Dia 42 (3 semanas
después de la
exposicion)

Dosis alta de la
vacuna B3903

0/15 (0%) a

2/15 (13,3%) a

0/15 (0%) a

2 Dosis media de la 6/15 (40%) ab 5/15 (33.3%) a 0/15 (0%) a
vacuna B3903

3 Dosis baja de la 4/15 (26,7%) ab 8/15 (53,3%) ab 2/15 (13,3%) ab
vacuna B3903

4 Control expuesto 4/10 (40%) b 7/10 (70%) b 4/10 (40%) b

5 Control estricto 0/10 (0%) 0/10 (0%) 0/10 (0%)

* Al igual que las letras no denotan una diferencia significativa entre los grupos de tratamiento que reciben una
exposicion (p <0,05).

El analisis estadistico usando una estadistica de x? con una estimacion del valor exacto dep (Monte Carlo) comparo
las respuestas positivas de cada grupo de tratamiento vacunado sélo con el grupo de control expuesto no vacunado.
Los resultados del grupo de control estricto se retiraron de las comparaciones de grupo porque cada cerdo era 100%
negativo en heces mediante PCR para L. intracellularis a lo largo del estudio. En el dia 28 (1 semanas después de la
exposicién), los cerdos que recibieron una dosis alta de vacuna tuvieron una excrecion fecal de L.
intracellularissignificativamente menor que los cerdos expuestos no vacunados (p = 0,017) . En el dia 35 (2 semanas
después de la exposicion), los cerdos que recibieron una dosis alta (p = 0,0024) y una dosis media (p = 0,041) de
vacuna tenian una excrecion fecal de L. intracellularis significativamente menor que los cerdos expuestos no
vacunados. En el dia 42 (finalizacion del estudio), de nuevo, los cerdos que recibieron una dosis alta y media de
vacuna (p = 0,017) tuvieron una excrecion fecal de L. intracellularis significativamente menor en comparacion con los
cerdos expuestos no vacunados. Los cerdos del grupo con una dosis baja no eran significativamente menos positivos
en la PCR que los controles expuestos en cualquier dia después de la exposicion.

Colonizacién tisular por L. intracellularis (PCR)

Las pruebas de la Reacciéon en Cadena de la Polimerasa de las secciones tisulares el ileon terminal, el colon, la
amigdala y el nédulo linfatico mesentérico se realizaron después de la necropsia (dia 42 del estudio) . En el grupo con
una dosis alta de vacuna, 1/15 (6,7%) de los cerdos dieron positivo en la PCR para la colonizacion por L. intracellularis
en la amigdala, mientras que todos los demas grupos de tratamiento dieron negativo en la PCR. La prueba de ileitis
mediante PCR del tejido linfatico mesentérico revel6 que 3/10 (30%) de los cerdos de los controles expuestos no
vacunados dieron positivo para la colonizacién por L. intracellularis, mientras que todos los demas grupos de
tratamiento dieron negativo en la PCR. La prueba de ileitis mediante PCR de los raspados de la mucosa del ileon
terminal revelaron que 4/10 (40%) de los cerdos de los controles expuestos, 4/15 (26,7%) de los cerdos del grupo con
una dosis baja de vacuna, 2/15 (13, 3%) de los cerdos del grupo con una dosis media de vacuna y 1/15 (6,7%) de los
cerdos con una dosis alta de vacuna dieron positivo en la PCR para la colonizacién por L. intracellularis. La prueba de
ileitis mediante PCR del colon revelé que 3/10 (30%) de los cerdos de los controles expuestos, 5/15 (33, 3%) de los
cerdos del grupo con una dosis baja de vacuna, 1/15 (6,7%) de los cerdos del grupo con una dosis media de vacuna
y 2/15 (13, 3%) de los cerdos con una dosis alta de vacuna eran positivos mediante PCR para la colonizacion por L.
intracellularis. No se observaron pruebas de colonizacion por L. intracellularis en los tejidos del grupo de control
estricto.

El analisis estadistico de los resultados positivos de la ileitis mediante PCR se comparé con los grupos de tratamiento
usando la estadistica de x? con una aproximacion de Monte Carlo del valor exacto de p. Los resultados mediante PCR
del noédulo linfatico mesentérico indicaron pruebas de una diferencia significativa entre los controles expuestos no
vacunados y todos los grupos de tratamiento que recibieron un tratamiento con vacuna (p = 0,054) . No hubo ninguna
significacion estadistica evidente entre los grupos de tratamiento en la colonizacion por L. intracellularis del ileon, el
colon o la amigdala en el dia 42 del estudio.

Histologia (IHC/H&E)

En la necropsia (dia 42) se recogieron secciones de 2 a 4 cm de longitud de la amigdala, el nddulo linfatico
mesentérico, el ileon terminal y el colon, y se colocaron en formalina tamponada al 10% para su andlisis histologico.
Lawsonia intracellularis no se detectd mediante una tincion por IHC de las secciones de la amigdala en todos los
grupos de tratamiento en la necropsia. El grupo de control estricto dio negativo para L. intracellularis mediante IHC en
todas las muestras de tejido tomadas en la necropsia. Se encontré la presencia de L. intracellularis y de lesiones
microscopicas asociadas con la PPE en el ileon de 9/10 (90%) de los cerdos de los controles expuestos no vacunados,
en 6/15 (40%) de los cerdos del grupo con una dosis baja de vacuna, en 3/15 (20%) de los cerdos del grupo con una
dosis media de vacuna y en 1/15 (6,7%) de los cerdos del grupo con una dosis alta de vacuna, respectivamente. Las
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lesiones microscopicas eran evidentes en el colon de 8/10 (80%) de los cerdos del grupo de control expuesto, en 3/15
(20%) de los cerdos del grupo con una dosis baja de vacuna y en 1/15 (6,7%) de los cerdos del grupo con una dosis
alta de vacuna. El grupo vacunado que recibié una dosis media dio negativo mediante IHC para L. intracellularis en el
colon. Las secciones tefiidas del nédulo linfatico mesentérico solo se produjeron en 1/10 (10%) de los cerdos del grupo
de control expuesto que tenian L. intracellularis. Los resultados positivos mediante IHC en las secciones del ileon y
del colon entre los grupos de tratamiento se correlacionaban bien con la presencia de una acusada hiperplasia de las
criptas demostrada mediante una metodologia de H&E.

El analisis estadistico de los datos cuantitativos de IHC se consiguié usando las pruebas de analisis de la variancia
unifactorial y de la suma por rangos de Kruskal-Wallis, seguidas de contrastes especificos de los valores de p entre el
grupo expuesto y los grupos de control estricto con cada grupo de dosis de vacuna. El analisis estadistico reveld
pruebas del desarrollo de una lesion significativa debida a L. intracellularis en el ileon y el colon del grupo de control
expuesto en comparacion con los cerdos vacunados independientemente de la dosis en el dia 42 del estudio (p<0,001)
. No hubo una significacion estadistica evidente en las puntuaciones medias de las lesiones mediante IHC del ileon y
del colon en animales vacunados que recibieron una dosis alta o media de la vacuna en comparacion con el grupo de
tratamiento de control estricto (p>0,05) . Los cerdos que recibieron una dosis baja de vacuna tuvieron unas
puntuaciones medias de las lesiones microscopicas debidas a L. intracellularis significativamente mayores en el ileon
en comparacion con el grupo de control estricto (p< 0,05) .

Puntuaciones macroscopicas

El ileon y el colon de cada animal de prueba se puntuaron en el momento de la necropsia (dia 42) para las lesiones
macroscopicas asociadas con la PPE. Los tejidos de los cerdos de prueba del control estricto eran normales, no
contenian lesiones, y recibieron unas puntuaciones medias de las lesiones de 1,1 (ileon) y 1,0 (colon) . Los tejidos de
los animales de prueba del grupo de control expuesto no vacunados recibieron la puntuacion media de las lesiones
macroscopicas mas alta para el ileon (3, 6) y el colon (2, 0) de entre los grupos de tratamiento. Los cerdos de prueba
del grupo con una dosis baja de vacuna recibieron unas puntuaciones medias de las lesiones macroscopicas de 2, 5
(ileon) y 1,5 (colon) . Los cerdos de prueba con una dosis media de vacuna recibieron unas puntuaciones medias de
las lesiones macroscopicas de 1,5 (ileon) y 1,0 (colon) . Los tejidos del grupo con una dosis alta de vacuna recibieron
unas puntuaciones medias de las lesiones macroscopicas de 1,5 (ileon) y 1,2 (colon) .

El analisis estadistico de las puntuaciones medias de las lesiones macroscopicas entre los grupos de tratamiento se
consiguioé usando un analisis de la variancia unifactorial. Las puntuaciones medias de las lesiones macroscopicas
indicaron pruebas de una diferencia significativa entre el ileon del grupo de control expuesto no vacunado y los grupos
con una dosis media y alta de vacuna, respectivamente (p<0,001) . Se observaron pruebas de una diferencia
significativa entre las puntuaciones medias del ileon macroscopico del control expuesto en comparacion con el grupo
con una dosis baja de vacuna (p<0,01) . Las puntuaciones medias de las lesiones macroscopicas del colon fueron
significativamente mayores en el grupo de control expuesto en comparacion con los grupos con una dosis media y
alta de vacuna, respectivamente (p<0,05) . Ademas, se observé el desarrollo de una significativa lesion macroscépica
en el ileon del grupo vacunado con una dosis baja en comparacion con el grupo de control estricto (p<0,001) . No
hubo pruebas de una significacion estadistica en las puntuaciones medias de las lesiones macroscoépicas (ileon y
colon) evidentes en los grupos con una dosis media y alta de vacuna en comparacién con el grupo de tratamiento de
control estricto.

Conclusiones

Este estudio demostré que la proteccion en cerdos de 3 semanas de edad frente a la PPE se consiguié cuando se
administraba una dosis por via oral de 2 ml de una vacuna de B3903 (liofilizada) que contiene un minimo de 4, 9 logs
de L. intracellularis vivas por dosis. Una proteccion similar, e incluso ligeramente mejor, fue evidente en el grupo de
tratamiento con una dosis alta de vacuna que recibio 6, 0 logs/dosis 3 semanas antes de la exposicion. El grupo con
una dosis baja de vacuna (3, 8 logs/dosis) no mostré una proteccion adecuada frente a una exposicion heteréloga de
cultivo puro virulento en comparacién con los animales de prueba que recibieron una dosis alta o media de la vacuna
experimental. Las diferencias estadisticas fueron evidentes entre el grupo con una dosis baja de vacuna y los controles
expuestos no vacunados con respecto a la gravedad de las lesiones microscopicas en el ileon y el colon (p<0,001) y
las puntuaciones medias de las lesiones macroscopicas del ileon (p<0,01) . Sin embargo, se observaron unas lesiones
de PPE significativas en el ileon (lesiones microscopicas) y el colon (lesiones macroscépicas) en este grupo en
comparacion con el grupo de control estricto que no recibidé vacuna ni exposicion.

En resumen, los datos de este estudio demuestran que: (1) el titulo protector minimo de una administracion oral Unica
de una vacuna de B3903 (liofilizada) a cerdos de 3 semanas de edad es de 4, 9 logs/dosis; (2) la vacuna B3903
(liofilizada) es eficaz frente a un cultivo puro virulento de bajo pase de L. intracellularis, cepa clinica heterdloga
N101494; y (3) la vacuna B3903 (liofilizada) contribuye a la reduccién de las lesiones macroscopicas y microscopicas,
de la colonizacioén tisular y de la excrecion fecal de L. intracellularis en cerdos vacunados en comparacion con cerdos
no vacunados.
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REIVINDICACIONES

1. Una vacuna viva para la inmunizacién de un animal, que comprende una cantidad farmacéuticamente eficaz de una
cepa clinica viva avirulenta de Lawsonia intracellularis y un vehiculo farmacéuticamente aceptable, en la que dicha
cepa clinica viva avirulenta es la cepa clinica del depésito de Lawsonia intracellularis ATCC N° PTA-4926 o cualquier
cepa clinica viva avirulenta de Lawsonia intracellularis de origen europeo, caracterizada por que dicha Lawsonia
intracellularis viva avirulenta no causa excrecion fecal el dia 14 después de la vacunacion.

2. La vacuna viva de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que la cantidad farmacéuticamente eficaz de la cepa clinica
viva avirulenta de Lawsonia intracellularis es de 103 TCIDso a 10® TCIDso por dosis.

3. Una vacuna viva para la inmunizacién de un animal, que comprende una cepa clinica viva avirulenta de Lawsonia
intracellularis y material antigénico de al menos uno de los siguientes patdgenos: Salmonella spp., Erysipelothrix spp.,
Haemophilus spp., Mycoplasma spp., Leptospira spp., Clostridium spp., Streptococcus spp., Brachyspira spp.,
circovirus, virus del sindrome reproductivo y respiratorio porcino (PRRS), virus de la gripe porcina (SIV), gastroenteritis
transmisible (TGE), parvovirus y Escherichia coli; y un vehiculo farmacéuticamente aceptable, en la que dicha cepa
clinica viva avirulenta es la cepa clinica del depésito de Lawsonia intracellularis ATCC n° PTA-4926 o cualquier cepa
clinica viva avirulenta de Lawsonia intracellularis de origen europeo, caracterizada por que dicha cepa clinica viva
avirulenta de Lawsonia intracellularis no causa excrecion fecal el dia 14 después de la vacunacion.

4. Una vacuna viva para la inmunizacién de un animal, que comprende una cepa clinica viva avirulenta de Lawsonia
intracellularis y material antigénico de Salmonella choleraesuis, Erysipelothrix spp, virus de la gastroenteritis
transmisible (TGE), Escherichia coli, Clostridium spp., y Brachyspira spp .; y un vehiculo farmacéuticamente aceptable,
en el que dicha cepa clinica viva avirulenta es cepa clinica del depdsito de Lawsonia intracellularis ATCC n® PTA-4926
o cualquier cepa clinica viva avirulenta de Lawsonia intracellularis de origen europeo, caracterizada por que dicha
Lawsonia intracellularis viva avirulenta no causa excrecion fecal el dia 14 después de la vacunacion.

5. Una vacuna viva para la inmunizacién de un animal, que comprende una cepa clinica viva avirulenta de Lawsonia
intracellularis y material antigénico de Salmonella choleraesuis'y Erysipelothrix spp .; y un vehiculo farmacéuticamente
aceptable, en el que dicha cepa clinica viva avirulenta es la cepa clinica de Lawsonia intracellularis del depésito ATCC
n® PTA-4926 o cualquier cepa clinica viva avirulenta de Lawsonia intracellularis de origen europeo, caracterizada por
que dicha Lawsonia intracellularis viva avirulenta no causa excrecion fecal el dia 14 después de la vacunacion.

6. Una vacuna viva para la inmunizacién de un animal, que comprende una cepa clinica viva avirulenta de Lawsonia
intracellularis y material antigénico de al menos uno de los siguientes patdgenos: Clostridium spp., virus de la gripe
equina (EIV), virus del herpes equino (EHV), alfavirus, y virus del Nilo Occidental; y un vehiculo farmacéuticamente
aceptable, en el que dicha cepa clinica viva avirulenta es la cepa clinica de Lawsonia intracellularis del depésito ATCC
n® PTA-4926 o cualquier cepa clinica viva avirulenta de Lawsonia intracellularis de origen europeo, caracterizado por
que dicha Lawsonia intracellularis viva avirulenta no causa excrecion fecal el dia 14 después de la vacunacion.

7. Una cepa clinica viva avirulenta de Lawsonia intracellularis para su uso como vacuna, en el que dicha cepa clinica
viva avirulenta es la cepa clinica de Lawsonia intracellularis del deposito ATCC No. PTA-4926 o cualquier cepa clinica
viva avirulenta de Lawsonia intracellularis de origen europeo, caracterizada por que dicha Lawsonia intracellularis viva
avirulenta no causa excrecion fecal el dia 14 después de la vacunacion.

8. El aislado avirulento vivo de Lawsonia intracellularis de acuerdo con la reivindicacion 7 para uso como vacuna para
proteger un animal contra la enteropatia proliferativa porcina.

9. Un método para fabricar una vacuna viva para inducir una respuesta inmune a la bacteria Lawsonia intracellularis
en un animal, que comprende las etapas de:

(a) incubar una cepa clinica viva avirulenta de Lawsonia intracellularis en células de cultivo que estan en suspension
a una concentracion de oxigeno inferior al 10 por ciento para cultivar dichas bacterias, en donde dicha cepa clinica
viva avirulenta es la cepa clinica de Lawsonia intracellularis del depdsito ATCC n° PTA-4926 o cualquier cepa clinica
viva avirulenta de Lawsonia intracellularis de origen europeo, caracterizada por que dicha Lawsonia intracellularis viva
avirulenta no causa excrecion fecal el dia 14 después de la vacunacion; y

(b) mezclar dichas bacterias cultivadas con un vehiculo farmacéuticamente aceptable.
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