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DESCRIPCION
Vacuna contra micoplasma PRRV

La presente invencion se refiere al uso de una dosis inmunogénica de material inmunogénico de Mycoplasma
hyopneumoniae y a una dosis inmunogénica de virus PRRS atenuados vivos para la fabricacion de una vacuna.

La neumonia por micoplasmas porcina causada por el patdégeno bacteriano Mycoplasma hyopneumoniae es una
enfermedad respiratoria crénica extendida que se produce en cerdos. Especialmente los cerdos jévenes son
vulnerables a esta enfermedad no mortal. La neumonia enzodtica es una enfermedad crénica que tiene como
resultado una mala conversion del alimento y detencion del crecimiento. La enfermedad es muy contagiosa y la
transmision suele ser a través del contacto directo con secreciones del tracto respiratorio infectado, por ejemplo en
forma de gotas infectadas tras toser/estornudar.

La consecuencia mas problematica de esta enfermedad es que predispone a todos los tipos de infecciones
secundarias del sistema respiratorio.

Se ha estimado que, por ejemplo, en EE.UU. el 99% de todas las granjas de cerdos estan infectadas. Todos los
afios se estiman pérdidas entre 100 y 300 millones de ddlares.

Otra enfermedad respiraroria muy frecuente en cerdos es la enfermedad habitualmente conocida como Sindrome
Respiratorio Reproductor Porcino (PRRS) y como Sindrome respiratorio y de aborto epidémico porcino (PEARS).
Actualmente, la enfermedad se denomina en todo el mundo PRRS. La patologia no esta restringida solo a la
enfermedad respiratoria, sino también al aborto. Otros sintomas, vistos habitual u ocasionalmente con la enfermedad
son: OFF FEED, anrexia, decoloracion azulada de las extremidades, especialmente las orejas.

El agente causante de la enfermedad se sabe ahora que es un virus de ARN con una pequefia cubierta. En hembras
reproductoras, el PRRS produce fiebre, depresion y disminucion del apetito en cerdas adultas y nuliparas. Después
se produciran problemas reproductores y afectan principalmente a las hembras en la Ultima etapa de la gestacion.

En cerdos jovenes, el PRRS afecta principalmente al sistema respiratorio. Se observa una respiracién anormalmente
rapida o “descomunal”’. La gravedad de los problemas por otros patégenos bacterianos y viricos a menudo parecen
intensificarse, con pérdidas por muerte y costes derivados del tratamiento. A ello le puede seguir un rendimiento
escaso, ya que los cerdos pueden durar semanas adicionales.

Ademas de las enfermedades observadas con frecuencia producidas por Mycoplasma hyopneumoniae y el virus de
PRRS, en la actualidad cada vez con mayor frecuencia se observa un trastorno respiratorio econémicamente
significativo. Este trastrono se caracteriza por un crecimiento lento, disminucion de la eficiencia de la alimentacion,
letargo, anorexia, fiebre, tos y disnea. Ahora se conoce normalmente como complejo de enfermedad respiratoria
porciona (PRDC) y los dos patdgenos mas habituales aislados en cerdos que sufren PRDC son Mycoplasma
hyopneumoniae y el virus de PRRS. Aparentemente, la enfermedad se debe a alguna accién combinada de los dos
patdgenos.

La industria de la cria de cerdos se beneficia de las vacunas eficaces disponibles actualmente contra la infeccion por
Mycoplasma hyopneumoniae asi como contra la infecciéon por el virus PRRS. Y dado que los cerdos jovenes son
especialmente vulnerables a la infeccion por Mycoplasma hyopneumoniae asi como a la infeccién por el virus PRRS,
pareceria mas eficiente vacunarlos contra ambas enfermedades al mismo tiempo.

No obstante, con el paso de los afios se ha puesto de manifiesto que esto no es una opcién. Se ha establecido el
hecho de que la eficacia de las vacunas contra Mycoplasma hyopneumoniae disminuye significativamente si los
credos se infectan o vacunan con e virus del PRRS. Este efecto se observa su la infeccién o vacunacion contra el
virus PRSS tiene lugar durante la vacunacion, o incluso 1-2 semanas después de la vacunacion con una vacuna
contra Mycoplasma hyopneumoniae. Incluso las cepas no virulentas del virus PRRS de la vacuna muestran este
efecto (Pig International 30: 9 -12 (2000), Thacker, E. L. y col., J. Clin. Microbiol..37: b20-627 (1999), Thacker, E. L. t
col., Vaccine 18: 1244-1252 (2000)).

Ademas, se ha mostrado que la infeccion por PRRS induce un inicio muy rapido de la patologia de una infeccion por
Mycoplasma hyopneumoniae.

Ademas, la infeccion por Mycoplasma hyopneumoniae aumenta la duracén y la gravedad de las infecciones viricas
en general, tales como PRSS (Thacker, E.L. y col., Vaccine 18: 1244 -1252 (2000)) y la gripe porcina (Thacker, E.L.
y col., , J. Cl. Microbiol. 39: 2525 -2530 (2001 )). Este es un motivo mas para vacuna contra infecciones viricas, tales
como PRRS y gripe porcina, lo antes posible tras el nacimiento, pero, en cualquier caso, antes de que Mycoplasma
hyopneumoniae golpee.
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Por tanto, por los motivos mencionados anteriormente, existe una gran preferencia para vacunar primero con la
vacuna contra el virus de PRRS en lugar de aplicar una vacunaciéon contra el virus de PRRS y una vacunacién
contra Mycoplasma hyopneumoniae. No obstante, como consecuencia, hay que esperar hasta que la cepa de virus
vivos atenuados de la vacuna contra PRRS haya desaparecido del cuerpo. Esto significa que hay que esperar al
menos de dos a tres semanas y, preferentemente mas, antes de que una primera vacuna (primovacunacion) contra
Mycoplasma hyopneumoniae pueda administrarse de forma segura, e incluso cuatro semanas y, preferentemente
mas, antes de administrar la segunda vacunaciéon (vacunacién de refuerzo) con la vacuna contra Mycoplasma
hyopneumoniae. Como otra consecuencia, los lechones permaneceran desprotegidos contra la infeccién por
Mycoplasma hyopneumoniae durante al menos cuatro semanas tras la vacunacion contra el PRRS.

No obstante, actualmente no hay ningin modo de sortear estas indeseadas consecuencias.
Es un objetivo de la presente invencién proporcionar una solucion al problema mencionado anteriormente.

Sorprendentemente, en la actualidad se ha descubierto que si los lechones se vacuna primer con Mycoplasma
hyopneumoniae, seguido de una segunda vacunacién con Mycoplasma hyopneumoniae y un virus atenuado vivo del
PRRS, desarrollan con rapidez una proteccion excelente contra la infeccion por el virus del PRRS y la infeccion por
Mycoplasma hyopneumoniae e, incluso mas inesperadamente, sin reacciones adversas significativas.

Este nuevo enfoque tiene la gran ventaja sobre el procedimiento preferido en la actualidad de que, en un periodo
muy corto de tiempo tras el nacimiento, los lechones pueden estar completamente protegidos contra la infeccién por
el virus del PRRS vy la infeccidon por Mycoplasma hyopneumoniae.

Aparentemente, si una dosis inmunogénica de material inmunogénico de Mycoplasma hyopneumoniae y una dosis
inmunogénica de virus vivos atenuados del PRRS se administran de un modo combinado a los cerdos que han
recibido primovacunacién con la vacuna frente a Mycoplasma hyopneumoniae, se sortean los problemas conocidos.

El material inmunogénico de Mycoplasma hyopneumoniae puede ser, por ejemplo, una bacterina, o puede ser una
subunidad inmunogénica. Ilgualmente puede ser un virus de vector recombinante vivo o un vector bacteriano distinto
a Mycoplasma hyopneumoniae capaz de expresar un material genético que codifica una subunidad inmunogénica
de Mycoplasma hyopneumoniae.

En la técnica se conoce una dosis inmunogénica como la cantidad de material inmunogénico que es, posiblemente
en combinacién con un adyuvante, suficiente para desencadenar una respuesta inmunitaria en el animal diana.

Por tanto, una primera realizacién de la presente invencion se refiere al uso de una dosis inmunogénica de material
inmunogénico de Mycoplasma hyopneumoniae y a una dosis inmunogénica de virus PRRS atenuados vivos para la
fabricacion de una vacuna para usar en la administracion combinada de la vacuna contra Mycoplasma
hyopneumoniae y la vacuna V contra el PRRS a cerdos primovacunados con Mycoplasma hyopneumoniae.

Desde un punto de vista econdmico, las bacterinas de Mycoplasma hyopneumoniae son eficaces, faciles de fabricar,
seguras y baratas. Por tanto, la mayoria de las vacunas frente a Mycoplasma hyopneumoniae disponibles
compercialmente se basan en bacterinas.

Por tanto, una forma preferida de esta realizacion se refiere al uso de una dosis inmunogénica de bacterina de
Mycoplasma hyopneumoniae y a una dosis inmunogénica de virus vivos atenuados del PRRS para la fabricacion de
una vacuna para usar en la administracién combinada de la vacuna contra Mycoplasma hyopneumoniae y la vacuna
V contra el PRRS a cerdos primovacunados con Mycoplasma hyopneumoniae.

En la técnica, la expresion “bacterina” se refiere a bacterias inactivadas. Dicha inactivacion puede realizarse, por
ejemplo, por medio de tratamiento quimico, tal como, por ejemplo, tratamiento con formalina, tratamiento térmico,
tratamiento en una prensa francesa y radiacion.

Un virus vivo atenuado del PRRS es un virus de PRRS que es no patogénico para el animal diana o exhibe una
reduccion sustancial de virulencia en comparacion con el virus silvestre.

Aunque preferido, el material inmunogénico de Mycoplasma hyopneumoniae y el virus vivo atenuado del PRRS de la
vacuna para usar en la administracion combinada no tiene que administrarse necesariamente en forma mixta, es
decir mezclados. El motivo de esto es que la via de administracion de cada uno de los componentes activos puede
diferir, dependiendo de, por ejemplo, la formulacion de los componentes, el alojamiento de los cerdos y la
explotacion porcina. El material inmunogénico de Mycoplasma hyopneumoniae (también denominado el componente
Mycoplasma hyopneumoniae) se puede administrar por via, por ejemplo, oral, intranasal o por medio de inyeccién.
El virus vivo atenuado del PRRS (también denominado el componente PRRSV) puede administrarse, por ejemplo a
efectos de eficiencia, mediante aplicacién intradérmica y no necesariamente mediante administracién intramuscular.
Por tanto, dependiendo de las circunstancias en una granja y de las instrucciones del fabricante de la vacuna, muy
bien puede ser que la via de administracion para los componentes Mycoplasma hyopneumoniae y PRRSV de la
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vacuna sea diferente. Esta claro que en dichos casos, la administracion de los componentes Mycoplasma
hyopneumoniae y PRRSV tienen lugar necesariamente en momentos de tiempo ligeramente diferentes. Las ventajas
de la presente invencidon pueden alcanzarse si los componentes Mycoplasma hyopneumoniae y PRRSV de la
vacuna para usar en la administracién combinada se administran en un tiempo relativamente pequefo de tiempo de,
por ejemplo, menos de 24 horas, preferentemente menos de 8 horas. Por motivos practicos, el intervalo sera, en la
practica, preferentemente incluso menor; menos de 4 horas, menos de 2 horas, menos de una hora, menos de 30
minutos, menos de 15 minutos, menos de 10 minutos, menos de 5 minutos o menos de 2 minutos, en dicha orden
de preferencia.

Por tanto, la administracion combinada se considera la administracion de los componentes Mycoplasma
hyopneumoniae y PRRSV en un intervalo de tiempo relativamente pequefio inferior a 24 horas; inferior a 8 horas,
inferior a 4 horas, inferior a 2 horas, inferior a una hora, inferior a 30 minutos, inferior a 15 minutos, inferior a 10
minutos, inferior a 5 minutos o inferior a 2 minutos, en dicho orden de preferencia.

Una realizacién preferida de la invencion se refiere al uso de una dosis inmunogénica de material inmunogénico de
Mycoplasma hyopneumoniae y a una dosis inmunogénica de virus PRRS atenuados vivos para la fabricacion de una
vacuna para usar en la administracion combinada de la vacuna contra Mycoplasma hyopneumoniae y la vacuna V
contra el PRRS a cerdos primovacunados con Mycoplasma hyopneumoniae, en la que la vacuna para usar en la
administracion combinada comprende el componente de PRRSV y el componente de Mycoplasma hyopneumoniae
en forma mixta.

Se han encontrado diferencias significativas en la forma antigénica y genotipica entre las cepas de virus del PRRS
europeo Yy norteamericano. Las caracteristicas de las cepas del virus del PRRS y como difieren de las cepas de
Norteamérica son bien conocidas en la técnica. Las diferencias entre las cepas del virus del PRRS de Europa y
Norteamérica se han descrito en Meng, X. -J. y col., Arch. Virol. 140: 745 -755 (1995), en Suarez, P. y col., Virus
Research 42: 159-165 (1996) y en Allende, R. y col., J. Gen Virol. 80: 307 -315 (1999). Durante los ultimos afios ha
quedado claro que la protecciéon cruzada entre las cepas del virus del PRRS de Europa y Norteamérica es
insuficiente o incluso inexistente.

Por tanto, otra forma preferida de esta realizacion de la presente invencion se refiere al uso de una dosis
inmunogénica de material inmunogénico de Mycoplasma hyopneumoniae y a una dosis inmunogénica de virus
PRRS atenuados vivos para la fabricacion de una vacuna para usar en la administracién combinada de la vacuna
contra Mycoplasma hyopneumoniae y la vacuna contra el PRRSV a cerdos primovacunados con Mycoplasma
hyopneumoniae, en la que el virus atenuado vivo del PRRS es de una cepa europea. Esto es especialmente
ventajoso para controlar y disminuir el nimero de casos europeos del complejo de la enfermedad respiratoria
porcina.

En otra forma preferida de esta realizacion, en la fabricacion de la vacuna para usar en la administracién combinada
de vacunas contra Mycoplasma hyopneumoniae y la vacuna contra PRRSV, se afiaden uno o mas antigenos
derivados de otros organismos patogénicos o virus, o informacion genética que codifica dichos antigenos.

Dichos organismos y virus se seleccionan preferentemente del grupo de virus de la seudorrabia, virus de la gripe
porcina, parvovirus porcino, virus de la gastroenteritis transmisible, rotavirus, Escherichia coli, Erysipelo
rhusiopathiae, Lawsonia intracellularis, Bordetella bronchiseptica, Salmonella cholerasuis, Haemophilus parasuis,
Pasteurella multocida, Streptococcus suis, Mycoplasma hyopneumoniae y Actinobacillus pleuropneumoniae

No hace falta mencionar que, en principio, también se pueden afadir bacterias o virus de este grupo a la vacuna
contra Mycoplasma hyopneumoniae para la primovacunacion, siempre que no interfieran de forma adversa en los
efectos beneficiosos del uso de acuerdo con la invencion.

Un ejemplo del uso de la presente invencion se refiere a un kit de vacuna que comprende la vacuna para usar en la
administracion combinada en una forma en la que el componente Mycoplasma hyopneumoniae esta presente en un
contenedor, preferentemente en suspension, y el componente PRRSV esta presente en un segundo contenedor,
preferentemente en forma liofilizada. La ventaja de este kit es la siguiente: el componente Mycoplasma
hyopneumoniae se puede aspirar del primer contenedor mediante una aguja de una jeringuilla y, después, se puede
afadir al segundo contenedor para disolver el componente PRRSYV liofilizado. A continuacion, esta mezcla estaria
lista para la administracion combinada.

Como alternativa, el kit de vacuna comprende una vacuna para usar en administracion combinada en la que el
componente PRRSV y el componente Mycoplasma hyopneumoniae estan en un contenedor. Dicho contenedor
puede ser, por ejemplo, un vial de vacuna. Di dichos componentes estan en el mismo contenedor, no
necesariamente tienen que estar ya mezclados. Por ejemplo, pueden estar separados por una barrera, por ejemplo
una membrana, antes de la administracion. En el momento de la administracion, la aguja de la jeringuilla para
administrar puede perforar la membrana, tras lo cual se mezclaran los componentes. Posteriormente, los
componentes se pueden usar como mezcla para llenar la jeringuilla y administrar como una mezcla. Los
componentes también pueden estar presentes en forma de distintas tortas liofilizadas o cuerpos liofilizados en uno
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y el mismo vial. Por tanto, la adicion de un diluyente induciria la mezcla de los componentes antes de la
administracion.

Por consiguiente, otra forma de esta realizacion se refiere a un kit de vacuna que comprende una vacuna para usar
en la administracion combinada de material inmunogénico de Mycoplasma hyopneumoniae y de virus vivos
atenuados del PRRS de acuerdo con la invencion, en el que el componente Mycoplasma hyopneumoniae y el
componente del PRRSV estan presentes en un Unico contenedor.

Los cerdos primovacunados con Mycoplasma hyopneumoniae son cerdos vacunados con una vacuna frente a
Mycoplasma hyopneumoniae antes de la administracion combinada de una vacuna contra Mycoplasma
hyopneumoniae y PRRSV. Como resultado de la primovacunacion de los ceros se forma una respuesta inmunitaria
primaria contra Mycoplasma hyopneumoniae. El desarrollo de dicha respuesta inmunitaria requiere algun tiempo. No
obstante, para la vacuna para usar en la administracion combinada de Mycoplasma hyopneumoniae y virus del
PRRS para desarrollar su eficacia, tiene que haber una reaccidon inicial adecuada contra Mycoplasma
hyopneumoniae. Por tanto, preferentemente, la vacuna para usar en la administracién combinada de Mycoplasma
hyopneumoniae y virus del PRRS se administraria 7 o mas dias después de la primovacunacion del cerdo

La administracion combinada de la vacuna Mycoplasma hyopneumoniae y PRRS se realizaria, preferentemente, en
35 dias después de la primovacunacion, mas preferentemente en 14-35 dias después de la primovacunacion:
siempre que la vacuna para usar en la administracion combinada de Mycoplasma hyopneumoniae (vacunacion de
refuerzo) y el virus del PRRS no se administre, los cerdos no estan completamente protegidos contra la infeccién por
ni tampoco contra la infeccion por el virus del PRRS. Por tanto, preferentemente, la administraciéon de la vacuna
para usar en administracion combinada se realiza entre 7 y 35 dias tras la primovacunacion con Mycoplasma
hyopneumoniae, mas preferentemente entre 14 y 35 dias, incluso mas preferentemente entre 21 y 28 dias después
de la primovacunacién con Mycoplasma hyopneumoniae.

No hace falta mencionar que para la primovacunacion de los cerdos que se van a vacunar, son adecuadas, con
mucho, las vacunas contra Mycoplasma hyopneumoniae.

Las vacunas contra micoplasma se han divulgado en, por ejemplo, la solicitud PCT WO 91/8627, la patente de
EE.UU. US 5,338,543 y la patente europea EP 550.477.

Dichas vacunas, principalmente bacterinas, también estan disponibles comercialmente con facilidad en diversos
fabricantes. Ejemplos de vacunas de Mycoplasma hyopneumoniae disponibles comercialmente son PorciliS® M
Hyo, ProSystem® M (Porcilis® M) (Intervet Int. BY), ProSystem® BPM, (Porcilis® BPM) (Intervet Int. BY),
RespiSure® (Pfizer), Stellamune® (Pfizer), Suvaxyne ® M.hyo (Fort Dodge), Hyoresp ® (Merial) y M+Pac ®
(Schering-Plough).

Para el componente Mycoplasma hyopneumoniae que se usa en la fabricacion de la vacuna para usar en la
administracion combinada de acuerdo con la invencién se aplica lo mismo. Se pueden usar faciimente las vacunas
contra micoplasma como se divulgan en, por ejemplo, la solicitud PCT WO 91/18627, la patente de EE.UU. US
5.338.543 y la patente europea EP 550.477. En principio, las vacunas contra micoplasma disponibles
comercialmente, como las descritas anteriormente, también son adecuadas.

Con respecto al componente PRRSV de la vacuna para usar en la fabricacién de la vacuna para usar en la
administracion combinada de acuerdo con la invencion, se pueden usar facilmente vacunas con virus vivos
atenuados del PRRS como se divulgan en, entre otras, las patentes europeas EP 676.467, EP 835.930, las patentes
de EE.UU. US 5,510,258 y US 5,587,164. En principio, las vacunas contra el PRRS disponibles comercialmente,
como las disponibles en, por ejemplo, Intervet Int. B. V., por ejemplo, Porcilis® PRRS, también se pueden usar con
eficiencia. Por tanto, el experto en la técnica no experimentara ningun problema al seleccionar el componente
Mycoplasma hyopneumoniae y el componente de virus vivos atenuados del PRRS que forman los componentes
basicos necesarios para la fabricacion de la vacuna para usar en la administracién combinada de acuerdo con la
invencion ni experimentara ningun problema al seleccionar la vacuna contra Mycoplasma hyopneumoniae para la
primovacunacion.

El experto en la técnica sabra administrar las vacunas. Tanto la dosis como las vias de administracion de la vacuna
contra Mycoplasma hyopneumoniae y la vacuna de virus vivos atenuados frente al PRRS evidentemente parten de
las instrucciones proporcionadas el fabricante en el caso de que se usen los componentes de una vacuna comercial
0 en caso de una vacuna no comercial, a partir de los procedimientos divulgados en, por ejemplo, cualquiera de las
patentes mencionadas anteriormente.

Simplemente como ejemplo: Si el experto en la técnica escoge Porcilis ® M Hyo como vacuna contra Mycoplasma
hyopneumoniae y Porcilis ® PRRS como vacuna contra el PRRS, una primovacunacion con una dosis de 2 ml se
administrara, preferentemente, a los 5-9 dias de edad y la administracion de la vacuna para usar en la
administracion combinada de la vacuna contra Mycoplasma hyopneumoniae y la vacuna de virus vivos atenuados
contra el PRRS de acuerdo con la invencion se realizara, preferentemente, a los 23-30 dias de edad.
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Otra realizacidon de la presente invenciéon se refiere a un procedimiento para la vacunacion de cerdos contra la
infeccion por PRRS y Mycoplasma hyopneumoniae, en el que el procedimiento comprende las etapas de administrar
una primera vacunacion (una primovacunacion) con una vacuna contra Mycoplasma hyopneumoniae, seguido de
una vacunacion combinada con material inmunogénico de Mycoplasma hyopneumoniae y un virus vivo atenuado del
PRRS. Por tanto, la vacunacion combinada funciona con respecto al material inmunogénico de Mycoplasma
hyopneumoniae como segunda vacunacioén (un refuerzo).

El efecto beneficioso de una vacuna para usar en la administracién combinada de la vacuna contra Mycoplasma

hyopneumoniae y el PRRSV a cerdos primovacunados con la vacuna frente a Mycoplasma hyopneumoniae se
ilustra mediante los Ejemplos que se proporcionan a continuacion (no restrictivos).

Ejemplos
Ejemplo 1
La eficacia del uso simultaneo de una bacterina de M. hyopneumoniae (Porcilis® M Hyo) y una vacuna con virus

vivos modificados de PRRS (Porcilis ® PRRS) se analizé6 en un experimento de exposicién a vacunacion en
lechones SPF de acuerdo con el siguiente disefio experimental:

12 vacunacioén a 1 22 vacunacion a las 4 semanas L
grupo| n semana de edad de edad Exposicion
1 12 M. hyo M. hyo + PRRS M. hyopneumoniae a las 6 semanas
2 12 M. hyo M. hyo de edad
3 12 - -
4 7 M. hyo M. hyo + PRRS
5 6 - PRRS PRRSYV a las 8 semanas de edad
6 6 - -

La vacuna contra M. hyopneumoniae se administré6 como una dosis intramuscular de 2 ml y la cepa de la vacuna
liofilizada contra el PRRS también se administré6 como una dosis intramuscular de 2 ml tras la reconstitucion en
diluyente (Diluvac Forte, Intervet Int. B.V., Wim de Korverstraat 35, Boxmeer, Paises Bajos) (grupo 5) o en la vacuna
contra M. hyopneumoniae (grupos 1y 4). Durante el experimento, una serie de lechones murieron por motivos no
relacionados con la vacunacion o la exposicién a la infeccion.

La exposicion a M. hyopneumoniae se realizé mediante inoculacion intratraqueal de los lechones con 10%° UCC de
un cultivo de pase bajo de aislamiento de campo de M. hyopneumoniae dos dias seguidos. Tres semanas despues,
se realizo la necropsia de los cerdos y se puntud las lesiones pulmonares consolidadas de acuerdo con Goodwin &
Whittlestone (British Vet. Journ. 129: 456 -464 (1973)). La reduccion de las lesiones pulmonares especificas de M.
hyopneumoniae fue estadisticamente significativa para los grupos 1 y 2 en comparacién con los controles. La
diferencia entre los grupos 1y 2 no fue estadisticamente significativa (p= 0,83, prueba U de Mann-Whitney).

12 vacunacion a 1 22 vacunacion a las 4 semanas Puntuacién de las lesiones por M.
grupo semana de edad de edad hyopneumoniae *
1 12 M. hyo M. hyo + PRRS 3,7°
2 1 M. hyo M. hyo 5,9°
3 11 - - 13,4°

*: La puntuaciéon maxima de la lesién es 55; los grupos con diferentes superindices son significativamente diferentes
(p<0,05, prueba U de Mann-Whitney)

La exposicion al PRRSV se realizo mediante instilacion intranasal de 10° DICTso en 1 ml de PBS por fosa nasal de
una cepa de PRRSV silvestre. Los dias 3, 5, 7, 10, 14 y 21 tras la exposicion, se extrajeron muestras de sangre de
todos los lechones para titulacién del virus en macréfagos alveolares (PAM) de cerdo. Brevemente, las monocapas
de PAM en placas de 96 pocillos se inocularon con diluciones por 10 de las muestras de suero por cuadruplicado,
seguido de incubacion a 37 °C durante 7 dias. Las células se monitorizaron a diario segun CPE vy el titulo del virus se
expreso en forma de DICTso/ml de acuerdo con el procedimiento de Reed y Muench. En todos los dias de toma de
muestras, los titulos del virus de exposicién eran significativamente menores en los grupos vacunados 4 y 5. El nivel
de proteccion en los grupos 4 y 5 no fue diferente.
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Aislamiento de virus del suero tras la exposicién
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Ejemplo 2

La eficacia del uso simultaneo de una bacterina de M. hyopneumoniae (Porcilis® M Hyo) y una vacuna con virus
vivos modificados de PRRS (Porcilis ® PRRS) contra M. hyopneumoniae también se analizé6 en lechones
comerciales:

12 vacunacion a 1 22 vacunacion a las 4 semanas
grupo N semana de edad de edad Exposicion
1 12 M. hyo M. hyo + PRRS
2 12 - PRRS M. hyopneumoniae a las 6 semanas
3 12 M. hyo M.hyo de edad
4 12 - -

La vacuna contra M. hyopneumoniae se administré6 como una dosis intramuscular de 2 ml y la cepa de la vacuna
contra PRRS liofilizada también se administr6 como una dosis intramuscular de 2 ml tras la reconstituciéon en
diluyente (grupo 2) o en la vacuna contra M. hyopneumoniae (grupo 1). Durante el experimento, un lechén del grupo
2 se sacrifico antes de la vacunacion por una mala salud general y también se tuvo que excluir a varios lechones de
los grupos 2, 3 y 4 de la puntuacion de las lesiones por pleuritis grave.

La exposicién a M. hyopneumoniae se realizd6 mediante inoculacién intratraqueal de los lechones con 1085 UCC de
un cultivo de pase bajo de aislamiento de campo de M. hyopneumoniae dos dias seguidos. Tres semanas después
de la exposicion, se realizé la necropsia de los cerdos y se puntud las lesiones pulmonares consolidadas de acuerdo
con Goodwin & Whittlestone. La reduccion de las lesiones pulmonares especificas de M. hyopneumoniae fue
estadisticamente significativa para ambos grupos 1 y 3. La diferencia entre el grupo 1 y 3 no fue estadisticamente
significativa (p= 0,13, prueba U de Mann-Whitney).

12 vacunacion a 1 2% vacunacion a las 4 semanas Puntuacién de las lesiones por M.
grupo| n semana de edad de edad hyopneumoniae *
1 [12 M. hyo M. hyo + PRRS 1,3%
2 9 - PRRS 11,7°
3 [11 M. hyo M. hyo 2,4°
4 9 - - 6160

*: La puntuacién maxima de la lesién es 55; los grupos con diferentes superindices son significativamente diferentes
(p<0,05, prueba U de Mann-Whitney)
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REIVINDICACIONES

1. Uso de una dosis inmunogénica de material inmunogénico de Mycoplasma hyopneumoniae y a una dosis
inmunogénica de virus PRRS atenuados vivos para la fabricacion de una vacuna para usar en la administracion
combinada de la vacuna contra Mycoplasma hyopneumoniae y la vacuna V contra el PRRS a cerdos
primovacunados con una vacuna frente a Mycoplasma hyopneumoniae.

2. Uso de acuerdo con la reivindicacién 1, que se caracteriza por que dicho material inmunogénico de Mycoplasma
hyopneumoniae es una bacterina de Mycoplasma hyopneumoniae.

3. Uso de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, que se caracteriza por que el virus atenuado del PRRS es de una
cepa europea.

4. Uso de acuerdo con la reivindicaciones 1-3, que se caracteriza por que la vacuna para usar en administracion
combinada comprende el virus atenuado vivo del PRRS y el material inmunogénico de Mycoplasma hyopneumoniae
en forma mixta.
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